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RESUMEN 
 
La Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis es la enfermedad más 
devastadora de los cultivos de banano y plátano alrededor del mundo. Los mecanismos de 
control químico utilizados han generado problemas ambientales y económicos, que conllevan 
a la búsqueda de estrategias sostenibles como el control biológico. Se aislaron 646 bacterias 
aeróbicas formadoras de endospora (BAFEs) de diferentes cultivares de Musa spp. en el 
Urabá Antioqueño y se evaluó en condiciones in vitro la capacidad antagonista de sus 
metabolitos contra M. fijiensis utilizando como control positivo Bacillus subtilis UA321. El 5 % 
de la colección de BAFEs, la mayoría del género Bacillus, generaron porcentajes de inhibición 
en el crecimiento del micelio mayores al 85% durante la prueba inicial de selección de aislados 
antagonistas. Del grupo de antagonistas, se seleccionaron las cepas B. subtilis EA0015,  B. 
subtilis EA0827, B. subtilis EA0959 y  B. subtilis EA0844 como potenciales para el control 
biológico de M. fijiensis debido a que sus metabolitos inhibieron el crecimiento micelial del 
hongo y la germinación de sus esporas en más de un 70% según un promedio ponderado de 
tres pruebas diferentes de antagonismo. En condiciones in vitro, estas cuatro cepas 
presentaron la capacidad de formar biopelícula en una superficie abiótica, produjeron entre 5 y 
20 μg/mL de ácido indol acético AIA y disminuyeron la tensión superficial del medio de cultivo 
en más del 40%, sugiriendo una posible producción de surfactantes. Estos resultados sugieren 
que estas bacterias podrían colonizar y sobrevivir en el filoplano de Musa spp. si expresaran 
estas capacidades in vivo. Las deformaciones observadas en  el micelio y las ascosporas del 
hongo al estar en contacto con los extractos libres de células de las BAFEs antagonistas  
sugieren que los metabolitos producidos generaron daños estructurales en las membranas 
biológicas como parte de los procesos de antibiosis. Adicionalmente, se investigaron fuentes 
de variabilidad sobre los tamaños poblacionales de las bacterias epífitas con el fin de plantear 
estrategias de muestreo efectivas y se encontró que las bacterias totales y BAFEs cultivables 
presentaron una alta variabilidad explicada por el tipo de cultivar, el número de hoja y las 
zonas de las hojas, sin embargo no se encontraron patrones de distribución definidos de las 
bacterias antagonistas con respecto a los factores estudiados.  
Palabras clave: Sigatoka negra, Bacillus sp., control biológico, antibiosis. 
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ABSTRACT 
 
Black Sigatoka, caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis, is the most devastating 
disease of banana and plantain crops worldwide. Chemical mechanisms used to control 
this disease have generated environmental and economic problems, which lead to the 
pursuit of sustainable strategies such as biological control. 646 aerobic endospore-forming 
bacteria (AEFB) were isolated from different cultivars of Musa spp. in Uraba (Antioquia) 
and the antagonistic activity of its metabolites against M. fijiensis was evaluated in vitro 
using Bacillus subtilis UA321 as a positive control. The 5 % of the entire collection of 
AEFB, most of them Bacillus spp., had mycelium growth inhibition percentages higher than 
85% in the screening method used to select antagonists isolates. From the antagonists 
group were selected B. subtilis EA0015, B. subtilis EA0827, B. subtilis EA0959 and B. 
subtilis EA0844 as strains for potential biological control of M. fijiensis because its 
metabolites inhibited the growth of the fungus and the germination of its ascospores in 
more than 70% according to a weighted average of three different antagonism tests. In 
vitro, these four strains showed the ability to form biofilm in an abiotic surface, produce 5 – 
20 μg/mL of indol acetic acid (IAA) and reduce the superficial tension of the broth more 
than 40%, suggesting surfactants production. Results suggest that these AEFBs could 
colonize and survived in Musa spp. phylloplane if they express those features in vivo. 
Deformations of membranes and ascospores of the fungus after being in contact with the 
antagonistic strains metabolites, suggest damage of biological membranes as part of the 
antibiosis process. Additionally, this study investigated sources of variability on population 
sizes of epiphytic bacteria in order to raise effective sampling strategies.  It was found that 
cultured total bacteria and AEFBs presented a high variability explained by the cultivar, the 
number of leaf and leaf area; however there were no defined distribution patterns in 
antagonism with respect to the factors studied.  
Keywords: Black Sigatoka, Bacillus sp., biological control, antibiosis.  
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INTRODUCCIÓN 
 
Los bananos y plátanos (Musa spp.) son cultivados en los cinco continentes, en más de 
100 países y se convierten en alimento básico para millones de personas en el mundo 
(Frison & Sharrock 1999). Según la Organización de las Naciones Unidad para la 
agricultura y Alimentación (FAO 2006), en términos de volumen, el banano representa una 
de las primeras frutas de exportación y en términos económicos ocupa el segundo lugar 
después de los cítricos. Esto corresponde al 12% del volumen total de frutas producidas 
en el mundo (FAO 2006). No sólo representa un producto de consumo de mucha 
importancia estratégica para la alimentación mundial, sino también un importante recurso 
de ingreso y empleo para muchos países productores y exportadores ubicados en Asia, 
África, el Caribe y América Latina.  
Colombia tuvo una participación a nivel mundial de 2,15% en el acumulado de la 
producción de banano para el período 2000-2005 (Agrocadenas de Colombia; Ministerio 
de Agricultura y Desarrollo Rural & Instituto Interamericano de Cooperación para la 
Agricultura 2006). En el 2008 el país contó con 44609 hectáreas en Urabá y Santa Marta 
sembradas de banano (AUGURA 2008) y con 350000 hectáreas distribuidas por todo el 
país sembradas de plátano (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 2009). Para el 
2008, las exportaciones de banano ascendieron en 11,10% en volumen y en 25,85% en 
valor, respecto al año 2007 (AUGURA 2008) mientras que para el plátano estas cifras 
fueron de 3,53% y 10,18% respectivamente para los mismos años. En el 2008, la 
productividad promedio (2245 cajas/Ha) fue superior a la observada en el 2007, sin 
embargo en la historia bananero y platanera Colombiana se han reportado descensos en 
el rendimiento de la productividad de estos cultivos para algunos años.  
Según los reportes presentados en “La cadena del Banano en Colombia”, hubo un 
descenso en el rendimiento de la productividad de los cultivos de banano de -1,93% 
cajas/Ha desde 1999 hasta 2005 (Agrocadenas de Colombia, Ministerio de Agricultura y 
Desarrollo Rural & Instituto Interamericano de Cooperación para la Agricultura 2006). Las 
bajas en la productividad de las plantaciones bananeras y plataneras (Musa spp.) se le 
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atribuyen principalmente a los cambios climáticos, la deficiencia en los programas 
nutricionales, el estado de los suelos y el incremento de la severidad e incidencia de las 
enfermedades. En 1985, por ejemplo, se reportaron bajas en la productividad debido a los 
daños producidos por la enfermedad de la Sigatoka negra, y desde eso, ésta no pudo 
recuperarse hasta finales del decenio. Sólo a comienzos de los años noventa se obtiene 
un aumento de la misma, debido en parte, a la utilización intensiva de insumos  agrícolas 
(Espinal et al. 2007). 
La Sigatoka negra, es una de las enfermedades que requieren mayor atención en 
regiones de América Central, Panamá, Colombia y Ecuador, así como en muchas 
regiones de África y Asia debido a su impacto en la producción y a los altos costos 
económicos y ambientales que genera su control (Marín & Romero 1992). Esta 
enfermedad, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet ataca las hojas de las 
plantas y deteriora su área foliar. Afecta el crecimiento y la productividad de las plantas al 
disminuir la capacidad fotosintética y además, genera una reducción en el tamaño de la 
fruta al favorecer la maduración prematura de los racimos (Marín & Romero 1992). En el 
caso colombiano, la Sigatoka negra se ha convertido en el principal limitante fitosanitario 
para la industria bananera y platanera, debido a que se produce una reducción de casi un 
60% en el peso del racimo cuando la enfermedad no es controlada mediante el uso de 
fungicidas sintéticos (Belalcazar 1991). 
Para controlar esta enfermedad se hacen necesarias medidas de manejo que reduzcan el 
inóculo inicial del patógeno o la tasa de desarrollo de la enfermedad. La técnica más 
utilizada en banano se ha basado en la aplicación frecuente de productos químicos; sin 
embargo, los problemas económicos y ambientales que genera el uso intensivo de 
fungicidas, la aparición de cepas de M. fijiensis con resistencia a estos compuestos, el 
reducido número de grupos químicos empleados en el combate de esta enfermedad y la 
exigencia de medidas de control ambientalmente seguras, han hecho necesaria la 
búsqueda de alternativas de manejo sostenible (Gaviria 2004). En Urabá, para el año 
1993 se aplicaron en promedio 19 ciclos de fungicidas por año y desde 1998 hasta el 
2003 se aplicaron entre 25 – 26 ciclos por año (Chica et al. 2004). Se ha presentado un 
comportamiento ascendente en el número de ciclos durante los últimos años, los cuales 
pueden ser explicados por factores como cambios en la epidemiología de la enfermedad, 
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aumento en la agresividad del patógeno, condiciones favorables para el desarrollo de la 
enfermedad en las fincas y aumento de frecuencia de individuos resistentes a fungicidas. 
Los costos de control demandan una inversión de aproximadamente unos 41 millones de 
dólares por año que equivalen a un costo promedio anual entre 800 y 1000 dólares por 
hectárea sembrada, representado en el 13,8% de los costos totales de producción del 
cultivo (Chica et al. 2004). Es evidente la necesidad de investigar e implementar  
estrategias que mitiguen los problemas anteriormente descritos con el fin de evitar 
mayores incrementos en los costos de control de la enfermedad.  
Existen diferentes estrategias de control de la enfermedad disponibles en la actualidad 
que pueden ser implementadas en estos casos como: la búsqueda de cultivares 
resistentes a la enfermedad;  el desarrollo de nuevos fungicidas químicos que generen 
menor impacto en el ambiente; la aplicación de inductores de resistencia a la enfermedad 
como el acibenzolar-s-metil y el ácido Salicílico (Chica et al. 2004);  las técnicas culturales 
para la reducción del inóculo del patógeno y el control biológico.  
El control biológico ha ganado importancia recientemente  ya que disminuye la aplicación 
de agroquímicos evitando el deterioro de los suelos y la acumulación de residuos 
químicos en el ambiente. Esta estrategia es la utilización intencionada de organismos 
vivos para reducir las actividades y las poblaciones de uno o más patógenos de plantas 
(Pal & McSpadden 2006). Para lograr éxito con la técnica del control biológico, es 
fundamental reconocer los organismos que tengan potencial para llevar a cabo esta tarea 
(Agentes de Control Biológico o ACBs), identificar sus hábitos y el papel que juegan en el 
ecosistema y en la regulación de organismos patógenos (Arzate-Vega et al. 2006).  
Se ha encontrado que la regulación biológica de patógenos foliares, frecuentemente 
involucra la aplicación del microorganismo antagonista sobre la superficie de la hoja 
(filoplano o filosfera) y que el éxito de dicho antagonista depende de su capacidad para 
establecerse como microbiota epífita (Blakeman & Fokkema 1982). En varias 
investigaciones se ha identificado el gran potencial de los organismos del filoplano para el 
control biológico de enfermedades foliares causadas por patógenos como Botrytis cinérea 
(moho gris) (Enya et al. 2007; Li & Leiffert 1994); Fulvia fulva (moho clorótico) (Enya et al. 
2007) y Alternaria Solani (tizón temprano) (Enya et al. 2007; Elad, Belanger & Kohl 1999). 
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Estos avances muestran que existe la posibilidad de que las bacterias asociadas a la 
filosfera de plantaciones de banano y plátano, puedan tener potencial como ACBs para 
enfermedades foliares de éstas plantas. Es necesario indagar sobre las comunidades de 
microorganismo de las plantaciones donde se pretende realizar el control biológico, ya 
que esto garantiza que los organismos seleccionados se encuentren adaptados al lugar 
donde serían aplicados. 
En cuanto a los microorganismos de control biológico, el uso de bacterias ha sido muy 
investigado ya que los análisis bioquímicos, genéticos y el seguimiento de la biomasa y 
otros compuestos que estos microorganismos producen, son mucho más sencillos que los 
de los hongos (Shoda 2000). Se ha encontrado que especies de bacterias aeróbicas 
formadoras de endosporas (BAFEs) de la filosfera de las plantas, como las del género 
Bacillus, pueden llegar a tener gran potencial como controladores biológicos debido a su 
presencia en diferentes tipos de suelos, su tolerancia  a altas temperaturas, su rápido 
crecimiento en medios líquidos (Shoda 2000) y su capacidad de colonizar la superficie 
foliar (Bais, Fall & Vivanco 2004). Si, además de las características anteriormente 
mencionadas, se encuentran especies con diferentes mecanismos de acción antagónica 
contra el patógeno de interés es claro que éstas se convierten en excelentes ACBs  
(Shoda 2000). Por esta razón en esta investigación se hace especial énfasis en buscar 
BAFEs como ACBs. 
En Colombia y en otros países como Costa Rica y México se han realizado 
investigaciones en la búsqueda de agentes de control biológico contra M. fijiensis. En 
estos se han encontrado microorganismos provenientes de la filosfera y de diferentes 
géneros como Trichoderma (Arzate-Vega et al. 2006; Osorio 2006), Thottea (Zin et al. 
2007), Mapania (Zin et al. 2007), Polyalthia (Zin et al. 2007), Bacillus (Talavera et al. 
1998), Pseudomonas (Jiménez, Galindo & Ramirez 1987; Osorio et al. 2004) con 
capacidad antagonista contra este patógeno. La mayoría de las búsquedas de ACBs 
relacionadas con bacterias se han centrado en la capacidad que éstas tienen para 
producir enzimas quitinolíticas y glucanolítica que puedan atacar la pared del hongo. 
También el Centro de Investigación del Banano (Cenibanano), ha realizado varias 
exploraciones para comprender la relación entre M. fijiensis y algunas bacterias aisladas 
de la filosfera de plantas de banano expuestas a condiciones de campo y uso de 
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agroquímicos (Osorio et al. 2004; Salazar 2005). Sin embargo es evidente la necesidad 
de ampliar el conocimiento existente sobre la diversidad y caracterización de dichas 
poblaciones. Además, es claro que aunque se posee un conjunto de cepas aisladas con 
capacidad antagónica, es importante ampliar esta colección, con el fin de encontrar 
bacterias más eficientes que utilicen diversos mecanismos de antagonismo frente al 
patógeno y que tengan potencial para hacer parte de formulaciones comerciales de 
control biológico.  
La búsqueda de candidatos para ser ACBs en un mundo mega diverso de 
microorganismos y ambientes es laborioso. Las comunidades de las hojas son muy 
diversas, abundantes y variables y es por eso que para lograr comprender fenómenos 
relacionados con enfermedades foliares, es necesario realizar estudios sobre la 
distribución y estructura de las comunidades allí presentes. Además en la técnica del 
control biológico, encontrar los ACBs es sólo el comienzo del proceso, luego de esto, es 
necesario realizar una serie de caracterizaciones de dichos organismos y estudios 
ecológicos en campo e invernadero con el fin de evaluar su capacidad para establecerse 
como microbiota epífita y actuar como ACBs. Algunos microorganismos son capaces de 
sobrevivir en el ambiente extremo de la filosfera por sus capacidades inherentes, pero 
muchos de ellos  lo hacen modificando el ambiente para disminuir las condiciones de 
estrés a las que están expuestos allí (Whipps et al. 2007).  
Este trabajo no sólo es justificable porque plantea el uso de una estrategia de manejo que 
permitiría incentivar una transformación competitiva, necesaria para mejorar la eficiencia 
en la gestión de los costos de producción y la calidad del ecosistema agrícola de los 
cultivos, sino también porque responde a muchas de las necesidades planteadas 
anteriormente. Se busca incrementar la colección de ACBs con organismos que utilicen 
mecanismos diferentes a la producción de enzimas líticas, que además sean capaces de 
resistir las condiciones adversas de la filosfera y que tengan ventajas para ser bio-
formulados. Presenta estudios de distribución de bacterias epífitas en la filosfera de 
cultivares de plátano y banano que permiten comenzar a comprender el comportamiento y 
las interacciones de las bacterias epífitas con las plantas y los microorganismos 
patógenos, condición  fundamental para asegurar el éxito de aplicaciones comerciales de 
este tipo de productos para el control biológico de fitopatógenos en cultivos de Musa spp.  
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1 OBJETIVOS 
 
1.1 OBJETIVO GENERAL 
Evaluar la capacidad antagónica contra Mycosphaerella fijiensis Morelet y la distribución 
de bacterias formadoras de endospora aisladas de la filosfera de cultivares de Musa spp. 
en el Urabá Antioqueño.  
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Aislar bacterias aeróbicas formadoras de endospora asociadas a la filosfera de cultivares 
de Musa spp. en Urabá.  
Seleccionar los aislamientos que generen efecto antagonista frente al hongo fitopatógeno 
Mycosphaerella fijiensis Morelet.  
Identificar y caracterizar los aislamientos con mejor efecto antagonista frente al hongo 
fitopatógeno Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
Evaluar la distribución de las bacterias aisladas y seleccionadas de los diferentes 
cultivares.  
1.3 HIPÓTESIS DEL TRABAJO 
La distribución de las poblaciones de bacterias epífitas totales BAFEs cultivables de los 
diferentes cultivares de Musa spp. en el Urabá Antioqueño varían dependiendo del 
cultivar, el número de hoja de la planta y las zonas de las hojas. Adicionalmente al menos 
un 10% de las BAFEs aisladas inhiben significativamente el crecimiento del micelio o la 
germinación de las ascosporas de M. fijiensis en condiciones in vitro.  
22 
 
2 MARCO TEÓRICO: CONTROL BIOLÓGICO  DE LA 
ENFERMEDAD FOLIAR DE LA SIGATOKA NEGRA 
 
Esta revisión bibliográfica comienza describiendo el hábitat de la filosfera y sus 
características principales con el fin de entender el ambiente en el cual se darán las 
interacciones entre el patógeno y los ACBs. Como parte de esta descripción inicial, se 
recolectan resultados referentes a las características y a la distribución de las 
comunidades de microorganismos presentes en la filosfera de diferentes cultivos. 
Posteriormente se exploran principios que fundamentan el éxito del control biológico en la 
filosfera y finalmente se presenta información sobre el control biológico de la enfermedad 
foliar de la Sigatoka negra. En esta última parte se describe el hongo causante de la 
enfermedad (M. fijiensis) y las características de las bacterias con las que se pretende 
hacer el control biológico, complementado, con los principales resultados encontrados en 
investigaciones previas sobre el control biológico de la Sigatoka negra. 
2.1 GENERALIDADES DE LA FILOSFERA 
El término filosfera, también conocido como filoplano, fue implementado por Last (1955) y 
Ruinen (1956) para describir la superficie de las hojas de las plantas como un ambiente 
que es física, química y biológicamente diferente del resto de la hoja o del ambiente 
exterior que lo rodea (Riederer & Muller 2006). La superficie y el interior de las partes 
aéreas de las plantas, incluyendo las flores, los frutos, el tallo y las hojas hacen parte de 
este ambiente (Bailey, Lilley & Timms-Wilson 2006). Abarca la mayor superficie en la 
tierra, pues imágenes satelitales han permitido demostrar que aproximadamente 4 X 108 
Km2 de la superficie terrestre están cubiertos por follaje (Morris & Kinkel 2002). Su valor 
dentro de estudios ambientales, ecológicos y agrícolas, no sólo es debido a su gran 
extensión, sino a la gran diversidad de organismos que allí habitan, lo que incentiva su 
investigación para mejorar la salud de los cultivos y comprender cómo funcionan los 
ecosistemas. Las bacterias han sido el foco de estudio en la filosfera ya que han sido 
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reportadas como las colonizadoras más abundantes de este ambiente (Gnanamanickam 
& Immanuel 2007).  
El ambiente de la filosfera es considerado como hostil para la colonización de organismos 
pues no existe allí una fuente rica de nutrientes. Los pocos nutrientes distribuidos en la 
hoja de una forma muy heterogénea (Leveau & Lindow 2001), surgen principalmente de 
exudados de algunas células vegetales de la superficie y de lisados provenientes de 
heridas de la hoja o de tricomas que se rompen (Gnanamanickam 2007). Esta superficie 
hostil está expuesta a fuertes cambios de temperatura y humedad en períodos cortos de 
tiempo (Lindow & Brandl 2003), lo que genera un ambiente inestable con altas 
condiciones de estrés. Sin embargo, se ha encontrado una gran diversidad de 
microorganismos que logran vivir en ella utilizando adaptaciones para evitar dicho estrés o 
tolerarlo de alguna forma (Beattie & Lindow 1994). En el filoplano se encuentran 
microorganismos colonizadores deletéreos y protectores de las plantas, así como también 
organismos temporales. Es por esto, que la filosfera representa un excelente nicho de 
significancia agrícola, pues con la cantidad de organismos allí presentes, se generan 
múltiples interacciones entre sus habitantes que alteran directamente la salud de las 
plantas y por eso mismo, la productividad de los cultivos.  
2.1.1 Características de la filosfera de cultivos de plátano y banano 
Actualmente, Colombia cuenta con más de 400000 hectáreas cultivadas con plátano y 
banano debido a la alta producción de estos insumos para el consumo interno y las 
exportaciones (AUGURA 2008). Estas plantaciones de Musa spp. cuentan con todos los 
estados de crecimiento vegetativo y maduración  del fruto durante todo el año en este 
país tropical (Marín et al. 2003) . La ausencia de estaciones representa la ventaja de la 
continuidad en la producción y la desventaja de que las plantas están continuamente 
expuestas a los factores ambientales adversos y a los patógenos que generan 
enfermedades (Gowen 1995). Los plátanos y bananos son susceptibles a diversas 
enfermedades y algunas de éstas son de tipo foliar como la Sigatoka negra (Gowen 
1995). Las hectáreas cultivadas con estos productos en todo el país y que además 
cuentan con las condiciones óptimas para el desarrollo de M. fijiensis, causante de esta 
enfermedad, representan el área total de filosfera que puede ser afectada por este 
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patógeno. Pero también constituyen el área donde se pueden realizar muestreos de ACBs 
y donde se deben realizar estudios de interacción entre el patógeno y los organismos que 
promuevan el control de la enfermedad.  
La filosfera de plantas de plátano y banano no deben ser una excepción en cuanto a las 
condiciones adversas que presenta este ambiente para los microorganismos epífitos. 
Pocos estudios se han realizado para caracterizar las propiedades epífitas en este tipo de 
cultivos. Arango (2000) determinó el contenido de carbohidratos y proteínas totales de los 
lavados de hojas de plántulas de banano cv. Gran Enano cultivadas en invernadero y 
encontró que no existían carbohidratos detectables y que el porcentaje total promedio de 
proteínas fue del 4,55% con respecto al peso total de la muestra. Salazar (2005) por su 
parte realizó un análisis químico de la cantidad de minerales, carbohidratos y proteínas 
existentes en la filosfera de diferentes cultivares de Musa spp. en Urabá. Para todos los 
cultivares evaluados, la filosfera presentó pobreza en la mayoría de los minerales, con 
excepción del sodio, potasio y fósforo (fosfato), que en promedio tuvieron concentraciones 
de 1,32, 0,52 y 0,54 ppm respectivamente. Los porcentajes promedio de carbohidratos y 
proteínas fueron de 0,03% y 0,04% con respecto al peso total de la muestra. También 
presentó que en la época lluviosa la cantidad de los minerales se disminuyó a la mitad y 
en algunos casos a una décima parte. Estas investigaciones confirman los planteamientos 
de Andrews et al. (2000) quienes caracterizaron la filosfera como un ambiente oligotrófico, 
donde las concentraciones de nutrientes son bajas (Ej: concentraciones de carbono entre 
1- 10 mg/L). 
2.1.2 Comunidades microbianas de la filosfera 
Las comunidades microbianas de la filosfera son diversas e incluyen microorganismos 
que pueden encontrarse como epífitos en la superficie de la planta o endófitos dentro de 
los tejidos de ésta (Lindow & Brandl 2003). Se encuentran diferentes géneros de 
bacterias, hongos  filamentosos, levaduras, algas y con una menor frecuencia protozoos y 
nemátodos (Lindow & Brandl 2003).  Muchos de estos organismos pueden ser benéficos 
para las plantas. Algunas bacterias pueden promover su crecimiento y pueden suprimir 
y/o estimular la colonización e infección de sus tejidos por patógenos (Rasche et al. 
2006). Algunos hongos endófitos de las hojas pueden impedir la acción de los herbívoros, 
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proteger de patógenos e incrementar la tolerancia a la sequía de las plantas. Así mismo, 
se pueden encontrar microorganismos patógenos que afectan la salud del cultivo como es 
el caso del hongo M. fijiensis, causante de la Sigatoka  negra, cuyo control es el objetivo 
central de esta investigación. 
Hasta el 2000, más de 85 especies diferentes de microorganismos de 37 géneros habían 
sido reportados en la filosfera de plantas de caña de azúcar, centeno y trigo por métodos 
de aislamiento de cultivos (Yang et al. 2000). En general se encuentran grandes 
cantidades de bacterias tanto en el haz como en el envés de las hojas y su variabilidad 
puede ser muy alta. Kinkel et al. (1995), encontraron que las poblaciones de bacterias 
totales podían variar aproximadamente 100 veces entre segmentos pequeños de nueve 
milímetros para hojas de papa y que esa variación entre los segmentos era descrita por 
una distribución log-normal.  
Los tamaños de las poblaciones microbianas en la filosfera se caracterizan por su alta 
variabilidad entre plantas de una misma especie, así como también en áreas cercanas de 
la misma planta y en escalas de tiempo cortas (Hirano & Upper 1989). Estas variaciones 
se explican en parte por las grandes fluctuaciones de las condiciones físicas y 
nutricionales que sufre este ambiente en períodos cortos de tiempo (Lindow & Brandl 
2003). La cantidad de nutrientes, la especie de la planta, la edad de la hoja, el estado 
fisiológico de la planta y hasta las lesiones presentes en las hojas pueden alterar 
rápidamente la microbiota allí presente (Yang et al. 2000).  Kinkel et al. (2000) 
encontraron que el tamaño de la población de bacterias cultivables de las hojas de pepino 
era mayor que el de las del centeno, evidenciando que la especie de la planta influencia la 
capacidad de la hoja de mantener cierta cantidad de microbiota. Las menores poblaciones 
de las hojas jóvenes con relación a las viejas, son explicadas posiblemente porque las 
hojas jóvenes tienen menor tiempo de exposición y conservan su cutícula intacta en 
relación con las viejas, permitiendo repeler el agua y previniendo la inmigración de 
microorganismos a la superficie (Beatie 2002) y finalmente, la lejanía del suelo para estas 
hojas genera un ambiente menos protegido y con menores contenidos de humedad con 
respecto a las hojas viejas (Kinkel, Wilson & Lindow 2000). 
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Identificar la localización de las poblaciones bacterianas de la filosfera puede ser difícil y 
depende fuertemente de la metodología que se utilice. El conocimiento de la contribución 
que puede hacer la estructura de la planta, la posición de la hoja o la especie, en la 
variabilidad del tamaño de las poblaciones entre las hojas tiene importantes implicaciones 
para el diseño apropiado de estrategias de muestreo. 
2.2 CONTROL BIOLÓGICO EN LA FILOSFERA 
El control biológico en la filosfera ofrece una alternativa atractiva o complementaria para el 
control de enfermedades foliares de las plantas, sin embargo, hasta que no se tenga un 
buen entendimiento de la ecología microbiana en la filosfera, las manipulaciones en el 
control biológico serán de tipo empírico, y su éxito será solo fortuito. Andrews (1990), 
planteó unos principios básicos para mejorar el control biológico en este ambiente. 
Planteó que el éxito del control biológico gira sobre el conocimiento de las interacciones 
de las especies y las fuerzas que determinan las comunidades de la filosfera. La filosfera 
es un sistema complejo, el cual para ser comprendido requiere conocimiento de sus 
componentes atmosféricos; la planta (fisiología y anatomía) y sus enfermedades; la 
composición dinámica de la micro flora que habita este ambiente y la forma como las 
variaciones de estos factores afectan a los demás. Ratificó la importancia de la 
colonización de los ACBs para la eficiencia en el control biológico. Explicó que existen 
características que les permiten a los organismos que viven allí soportar las condiciones 
de este ambiente, dentro de las cuales algunas pueden estar involucradas con la 
habilidad de modificar el micro hábitat para incrementar la disponibilidad de nutrientes. 
Adicionalmente, manifestó que la eficiencia del control biológico puede ser mejorada 
reconociendo los mecanismos utilizados por los ACBs. 
2.2.1 Agentes de control biológico en la filosfera 
Dentro de los organismos epífitos que benefician la planta, los que suprimen la 
colonización o la infección de tejidos por patógenos se conocen como agentes de control 
biológico (ACBs). En el control biológico de enfermedades de la filosfera, especies de 
hongos, bacterias y levaduras han sido descritos como ACBs, dentro de las cuales 
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especies de bacterias de los géneros Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes 
y Streptomyces (Shoda 2000), se han identificado con gran potencial para realizar este 
trabajo. 
Muchos mecanismos están involucrados en la acción de los éstos agentes que actúan en 
contra de los patógenos de las plantas. Dentro de éstos se destacan el parasitismo, la 
protección cruzada, la activación de la resistencia sistémica inducida en la planta 
hospedera, la producción de antibióticos y la competencia por nutrientes y espacio (Elad, 
Belanger & Kohl 1999). El parasitismo es la dependencia de una especie para estar en el 
patógeno como su hospedero, la cual es comúnmente observada entre hongos (Kranz 
1981). La protección cruzada, se basa en el efecto de protección a la planta que ejercen 
especies no patogénicas o poco patógenas sobre otras más patógenas al ser incubadas 
(Ogawa & Komada 1984). La producción de antibióticos ocurre cuando los productos 
metabólicos producidos por ciertas especies inhiben o suprimen el crecimiento del 
patógeno (Sadfi et al. 2002). La competencia, involucra luchas entre algunas especies de 
bacterias, levaduras y hongos filamentosos por nutrientes o por espacio (Shoda 2000). 
Finalmente la resistencia sistémica inducida es cuando organismos no patogénicos 
reducen el desarrollo de la enfermedad por la estimulación de los mecanismos inducibles 
de defensa de la planta para que ella sea más resistente al ingreso de patógenos 
(Ongena & Thonart 2006). El uso de enzimas líticas, es un mecanismo promisorio en la 
regulación biológica de patógenos basidiomicetos y ascomicetos (Alexopoulos, Mims & 
Blackwell 1996). Esto es factible debido a que la pared celular de estos hongos, está 
constituida mayoritariamente por micro-fibrillas de quitina y β-glucanos (Cohen-Kupiec & 
Chet 1998) de tal manera que, son susceptibles al ataque de quitinasas y glucanasas, 
especialmente, a nivel de la hifa (Mahadevan & Crawford 1997), tubos germinativos y 
esporas en su fase epífita de crecimiento (Andrews 1992).  
Todos los mecanismos anteriormente citados se han reportado para bacterias epífitas y 
éstas, como potenciales ACBs  han adquirido prestigio en la protección de varios cultivos 
especialmente con especies de los géneros  Pseudomonas y Bacillus. Un exitoso caso de 
control biológico en la filosfera es la supresión de Erwinia amylovora por Pseudomonas 
fluorescens A506, la cual ocupa los mismo lugares que coloniza E. amylovora en la hoja y 
utiliza nutrientes importantes para el crecimiento del patógeno (Wilson & Lindow 1993). 
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Sin embargo trabajar con especies de Pseudomonas puede traer en algunos casos 
inconvenientes debido a la corta  viabilidad que tienen sus preparaciones celulares 
frescas. En un estudio realizado por Vidhyasekaran et al. (1997), se encontró que las 
suspensiones de bacterias de P. fluorescens  sin formulación perdían la eficacia en la 
inhibición del crecimiento del patógeno Fusarium udum luego de cumplir más de 10 días 
de almacenamiento. Los doctores Joseph Kloeppler (Auburn University, USA), Brian 
McSpadden-Gardener (Ohio State University, USA) y Rainer Borriss (Humboldt University, 
Alemania), resaltan la gran dificultad para obtener formulaciones suficientemente estables 
de cepas de Pseudomonas spp. que hagan comercialmente viable el uso de inoculantes 
(C. Ramírez 2008). Las propiedades y ventajas de las bacterias del género Bacillus como 
ACBs son explicadas en el siguiente numeral.  
2.2.1.1 Bacterias aeróbicas formadoras de endospora (BAFEs) como agentes de 
control biológico en la filosfera 
Las BAFEs que incluyen 31 especies del género Bacillus,  y 7 de otros géneros, son 
omnipresentes en los sistemas agrícolas y se caracterizan por su capacidad para 
sobrevivir en ambientes hostiles debido a la estructura multicapas de su pared celular y la 
formación de endosporas resistentes al estrés (McSpadden 2004).  Son reconocidas por 
la producción de antibióticos (Emmert & Handelsman 1999; Ongena & Jacques 2008), de 
moléculas péptidas señalizadoras (Ongena & Jacques 2008) y de enzimas extracelulares 
(Han-Soo et al. 2003). Diferentes cepas aisladas de Bacillus subtilis han mostrado una 
fuerte actividad antifúngica contra hongos patógenos como B. cinerea, F. fulva y A. solani 
(Enya et al. 2007). Estas características convierten a estas bacterias en fichas claves para 
el control biológico de enfermedades foliares ya que permiten formular ACBs en productos 
estables (Wulff et al. 2002) y eficientes desde el punto de vista tecnológico (Ongena & 
Jacques 2008).  
La mayoría de las empresas que producen inoculantes bacterianos para agricultura 
utilizan en su gran mayoría insumos biológicos basados en cepas de Bacillus spp. y en 
algunos casos Azospirillum spp. Por ejemplo, Serenade, comercializado en Colombia 
como Rhapsody y desarrollado por AgraQuest tiene como ingrediente activo la cepa B. 
subtilis QST 173; El Dipel S.E fabricado por Valent BioSciences Corporation, el Xentary 
29 
 
WDG desarrollado por la Bayer S.A. y el Turilav WP registrado por Serif S.A. son 
productos biológicos formulados con cepas de Bacillus thuringiensis. 
2.2.1.2 Mecanismos de control biológico de las bacterias aeróbicas formadoras de 
endospora 
Las BAFEs pueden promover el antagonismo de patógenos de las plantas involucrando 
diferentes mecanismos de acción. Algunas de ellas son productoras de enzimas 
catabólicas (ej. proteasas, quitinasas y glucanasas) y otras moléculas biológicamente 
activas inhibidoras del crecimiento de fitopatógenos (Emmert & Handelsman 1999) como 
por ejemplo: las micobacilinas (Majumdar & Bose 1958), iturinas (Delcambe et al. 1977;  
Peypoux et al. 1978), bacilomicinas (Peypoux et al. 1978; Chevanet, Besson & Michel 
1985), surfactinas (Huszcza & Burczyk 2006; Kluge, et al. 1988), micosubtilinas (Peypoux 
et al. 1986), fengicinas (Roger, Lomalina & Abraham 1965), fungistatinas (Korzybski, 
Kowszyk-Gifinder & Kurytowicz 1978) y subporinas (Ebata, Miyazaki & Takahashi 1969). 
Según un reciente artículo presentado por Ongena y Jacques (2008), las cepas de 
Bacillus spp. pueden producir tres familias diferentes de lipopéptidos: las surfactinas, 
iturinas y fengicinas. Estos compuestos, además de la actividad antagónica que generan 
para un amplio rango de fitopatógenos que incluyen hongos, bacterias y oomicetos, 
ayudan a mejorar la colonización de las cepas (Bais, Fall & Vivanco 2004). También se ha 
encontrado que los lipopéptidos tienen una participación clave en las interacciones 
benéficas entre las especies de cepas de Bacillus con las plantas, porque estas 
sustancias pueden activar la resistencia sistémica inducida (RSI) de las plantas 
hospederas (Ongena & Jacques 2008). En investigaciones con fríjol y tomate fue 
demostrado el rol de las surfactinas y las fengicinas en la inducción de la RSI (Ongena et 
al. 2007).  
El antagonismos directo contra el patógeno es uno de los mecanismos en el cual las 
BAFEs logran el control biológico. La antibiosis es lograda por la producción de un grupo 
de compuestos orgánicos heterogéneos de bajo peso molecular (Raaijmakers, Vlami & de 
Souza 2006) que afectan el crecimiento o las actividades metabólicas de otros 
organismos. Para 1979 se conocían más de 3000 antibióticos muchos de los cuales eran 
producidos por organismos del suelo y de plantas, y para ese entonces, se estaban 
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descubriendo entre 50 y 100 nuevos antibióticos por año (Fravel 1988). Aunque algunos 
de estos antibióticos puros han sido aplicados como pesticidas, por muchos años se ha 
cuestionado que su producción en el campo por los organismos fuera la necesaria para 
lograr controlar a los patógenos in situ. En la actualidad se utilizan métodos genéticos, 
para demostrar que estos antibióticos funcionan para el control biológico en la naturaleza. 
Por ejemplo, Romero  et al. (2007) detectaron producciones in situ de baciliomicinas, 
iturinas y fengicinas en hojas de melón tratadas con B. subtilis. Además Tsechen et al. 
(1985) encontraron que el compuesto antibiótico generado por B. subtillis retardó el 
crecimiento de Rhizoctonia solani en segmentos de hoja de arroz y suprimió el desarrollo 
de la enfermedad del tizón de la vaina del arroz. 
2.2.2 Selección de antagonistas en el control biológico de la filosfera.  
Gran parte del éxito del control biológico depende de que tan bien se realice la selección y 
la búsqueda de los agentes antagonistas. No existe una única forma de realizar el 
tamizaje ya que éste está muy relacionado con el patógeno de interés, el tipo de cultivo y 
el manejo agronómico del área donde se pretende trabajar. Sin embargo existen unos 
principios básicos propuestos por Kloepper (2009) que facilitan esta tarea y que se 
explican a continuación: 
2.2.2.1 Identificación del problema y objetivo en el control biológico. 
Inicialmente se debe identificar el problema y el objetivo de trabajo. Reconocer la 
enfermedad, caracterizar el patógeno, sus mecanismos de acción, su ciclo de vida y 
definir el tipo de cultivo donde se pretende  realizar el control biológico son puntos 
fundamentales en esta etapa inicial. 
2.2.2.2 Obtención de la colección de agentes de control biológico. 
Para realizar la colección de ACBs se debe tener en cuenta que en un bioensayo inicial 
del 10 al 15 % de los aislados son generalmente positivos. Cerca de la mitad de éstos, 
serán positivos en repeticiones del bioensayo inicial. Cerca de la mitad de éstos serán 
positivos en ensayos avanzados y cerca de la mitad de éstos serán positivos en ensayos  
de campo. Entonces se espera que una o dos cepas de 100 originalmente evaluadas sea 
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en la práctica un ACB efectivo. Por lo tanto se recomienda aislar y evaluar entre 500 – 
1000 cepas como mínimo. Luego de tener definido el número de cepas que serán 
aisladas, se debe seleccionar el lugar de muestreo y el tipo de bacterias a recolectar. El 
lugar seleccionado debe estar localizado en un área donde la enfermedad este presente 
pero que contenga plantas sanas. Para la escogencia de las bacterias, se recomiendan 
las BAFEs por razones prácticas de almacenamiento, conservación y formulación.  
2.2.2.3 Evaluaciones de la colección de agentes de control biológico en la filosfera 
Las evaluaciones iniciales de la colección de las bacterias aisladas se deben realizar con 
metodologías y formas de conservación rápidas. Para el control biológico se recomienda 
hacer tamizaje por antibiosis considerando el gran potencial de las BAFEs para producir 
sustancias biológicamente activas inhibidoras del crecimiento de fitopatógenos. Luego,  
buscando incrementar la rigurosidad de los ensayos se deben realizar evaluaciones 
avanzadas de las cepas elegidas que definan los ACBs más eficientes para hacer parte 
de productos formulados.   
En la etapa de evaluaciones avanzadas es importante considerar ciertas características 
que deben tener las bacterias para convertirse en microbiota epífita del cultivo de interés. 
Claramente no todos los microorganismos que llegan a la filosfera son capaces de 
colonizar y crecer allí, ya que no tienen estrategias de supervivencia que les otorguen 
ventajas para ser colonizadores exitosos de este ambiente hostil. Dentro de estas 
estrategias descritas en la literatura se pueden encontrar: La tolerancia a los rayos UV; la 
producción de surfactantes y/o toxinas; la liberación de AIA (ácido indol-acético); la 
capacidad de formar biopelícula y la existencia de pili y flagelos (Whipps et al. 2007).  
La tolerancia a los rayos utravioleta (UV) es fundamental para la supervivencia y el 
crecimiento de las bacterias en este hábitat y es por esta razón, que la mayoría de los 
microorganismos aislados de la filosfera son capaces de soportar altos niveles de 
radiación UV en la superficie de la hoja (Sundin 2002).  
La producción de bio-surfactantes y toxinas permite a los microorganismos liberar 
sustancias que rompen las membranas de las células de la planta con el fin de 
incrementar la disponibilidad de agua y nutrientes. Por ejemplo algunas Pseudomonas 
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spp. liberan surfactantes en la hoja, incrementando la mojabilidad de la superficie y 
permitiendo una mayor solubilización y difusión de nutrientes (Bunster, Fokkema & 
Schippers 1989). Otro caso es el de cepas no patogénicas de Pseudomonas syringae pv. 
syringae, las cuales secretan bajas cantidades de syringomicina y esto no genera 
necrosis sino que estimula la liberación de nutrientes en la hoja (Hutchison, Tester & 
Gross 1995). 
Las características relacionadas con el establecimiento de los microorganismos en la 
superficie de las hojas como micro-biota son el AIA; la capacidad de formar biopelículasy 
la presencia de flagelos y pili.  La producción de AIA se asocia con la liberación de 
nutrientes y con el establecimiento de los microorganismos en la superficie de la hoja. En 
un estudio realizado por Brandl et al. (1998), la producción de AIA por E. herbicola le 
otorgó una ventaja selectiva para colonizar hojas de plantas de frijol durante períodos de 
crecimiento activo sobre la colonización de cepas mutadas deficientes en la producción de 
AIA. Los pili y flagelos son importantes para la adherencia de las bacterias en la filosfera 
(Romantschuck et al. 2002). Estudios previos sugieren que los procesos de control 
biológico pueden estar relacionados con la capacidad que tenga el ACB de formar 
biopelícula y de colonizar la hoja (Bais, Fall & Vivanco 2004). Es fundamental tener en 
cuenta este tipo de propiedades de los microorganismos dentro del proceso de 
escogencia de los ACBs porque esto otorgará ventajas comparativas al sistema de 
control. 
2.3 CONTROL BIOLÓGICO DE LA SIGATOKA NEGRA 
Entre los organismos que habitan la filosfera de las plantas de plátano y banano, que 
generan mayor interés para los agricultores en la actualidad está M. fijiensis, hongo  
causante de una de las enfermedades foliares más destructivas de este tipo de cultivos, la 
Sigatoka negra.  
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2.3.1 Mycosphaerella fijiensis, patógeno foliar causante de la Sigatoka negra. 
El hongo M. fijiensis Morelet (Stover 1980) es un ascomiceto (hongo de asca o saco)  que 
puede reproducirse en forma sexual y asexual durante todo su ciclo de vida. Este 
patógeno coloniza exclusivamente los espacios intracelulares entre las células mesófilas 
sin formar haustorios. Es hemibiotrófico, es decir que utiliza tanto la forma de nutrición 
biótrofa como necrótrofa. Luego de su inoculación en la planta, este hongo mantiene los 
tejidos sanos por un período de tiempo y luego comienza una relación necrótrofa reflejada 
en el desarrollo de lesiones en las hojas (Beveraggi, Mourichon & Salle 1995). Su 
pigmentación es oscura, lo que le da protección de los efectos dañinos de los rayos UV 
(Blakeman 1993).  
La diseminación de la enfermedad se hace por medio de esporas, ascosporas para la 
forma sexual y conidios para la forma asexual que son liberados principalmente por la 
acción de la lluvia y del rocío (Smith et al. 1997). Ambas estructuras, pueden iniciar 
infecciones primarias formando luego micelio, conidióforos y conidios, los cuales dan 
origen a las generaciones sucesivas de infecciones secundarias. Las ascosporas son las 
principales responsables de llevar la enfermedad a nuevas áreas y se producen en las 
lesiones maduras de las hojas (Meredith & Lawrence 1969). La infección ya sea mediante 
ascosporas o conidios, produce el mismo efecto de mancha, sin embargo, se ha afirmado 
que las infecciones que se observan en las puntas de las hojas son causadas por 
ascosporas y las de la base a lo largo de la nervadura central son causadas por conidios 
(Jiménez 2000).  
2.3.2 Antecedentes sobre el control biológico de la Sigatoka negra 
En el control biológico de la Sigatoka negra se han realizado algunas investigaciones en 
otros países bananeros, basadas en la búsqueda de antagonistas nativos de la filosfera 
de musáceas alimenticias y en la formulación de enmiendas foliares con diversas 
características nutricionales. Entre los trabajos pioneros se tiene el realizado por Jiménez 
y colaboradores (1987),  quienes aislaron 225 bacterias epífitas de plantas de banano en 
Costa Rica y encontraron que 12 de estas presentaron actividad antagónica contra M. 
fijiensis in vitro y uno de éstas (Pseudomonas sp.) fue la que mejor control produjo en 
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invernadero. González y colaboradores (1996), con ensayos de cultivos en Costa Rica, 
pudieron seleccionar cepas de bacterias con alta capacidad para producir halos en medio 
agar quitina y agar glucano y evaluaron su capacidad antagonista frente a M. fijiensis 
encontrando una disminución de la enfermedad de 84% bajo condiciones de invernadero 
y de 40% en condiciones de campo. Talavera y colaboradores (1998), en Costa Rica, 
aislaron BAFEs provenientes de plantas de banano var. Gran Enano con capacidad 
glucanolítica y luego por medio de ensayos in vitro con hojas de la planta, encontraron 
que las mejores cepas presentaron porcentajes de inhibición en la germinación de las 
esporas de 9 a 25% y reducciones del tubo germinativo de 37 a 47%. Arzate-Vega y 
colaboradores (2006), evaluaron en México, el efecto antagónico de cepas de 
Trichoderma spp. sobre M. fijiensis in vitro y en invernadero. En cultivos pareados in vitro, 
el fitopatógeno detuvo su crecimiento al contacto con las cepas antagonistas y se 
identificaron diferentes tipos de antagonismo, mientras que en invernadero, se 
encontraron cepas que disminuyeron los porcentajes ponderados de infección con 70% y 
88%, repercutiendo en un mejor control de la enfermedad.  
En Colombia, Cenibanano entre los años 2003 y 2005, desarrolló una serie de 
investigaciones en la filosfera de cultivos de Musa spp. ubicados en el Urabá Antioqueño. 
Osorio y colaboradores (2004), realizaron una selección de bacterias quitinolíticas nativas 
del Urabá antioqueño con potencial antagonista contra M. fijiensis. Se reconocieron 
aislamientos con habilidad para producir enzimas quitinolíticas y glucanolíticas, dentro de 
la cuales las mejores afectaron la germinación de las ascosporas del hongo en un 42%  y 
deformaron sus tubos germinativos en un 87%. En condiciones de inoculación natural, la 
exclusiva aplicación de bacterias como ACBs, no ofreció reducciones significativas en la 
severidad de la enfermedad, sin embargo, al ser aplicadas en un sistema de rotación con 
fungicidas convencionales se observó un efecto similar al testigo comercial. Luego 
Salazar (2005) realizó una caracterización química de lavados de la filosfera de Musa 
spp., la cual permitió determinar las condiciones nutricionales para la microbiota epífita de 
este tipo de cultivos. Dicha información, posibilitó la formulación de medios de cultivo para 
el aislamiento selectivo de bacterias quitinolíticas y glucanolíticas epífitas potenciales 
antagonistas de M. fijiensis. El desarrollo de dichos medios, permitió verificar la presencia 
y monitorear la variación de las poblaciones naturales de bacterias quitinolíticas y 
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glucanolíticas en la filosfera de las musáceas bajo estudio. En este proceso, se 
seleccionaron 80 cepas quitinolíticas y 15 glucanolíticas, dentro de las que se encontraron 
bacilos Gram negativos,  -población predominante-, bacilos y cocos Gram positivos. La 
caracterización química realizada y el reconocimiento de las necesidades nutricionales de 
los potenciales antagonistas, dieron lugar a la formulación de sustratos foliares con 
diferentes combinaciones de fuentes de quitina y glucano; soluciones minerales y 
soluciones adherentes. Dichos sustratos, permitieron incrementar más de 10000 veces las 
poblaciones epífitas de bacterias quitinolíticas y glucanolíticas en plántulas de banano cv. 
Gran enano, durante un ensayo de inoculación natural con el patógeno. Sin embargo, no 
hubo diferencias significativas entre los tratamientos evaluados y los testigos con respecto 
a la evolución de la Sigatoka negra (Patiño et al. 2005).  
Ya existe en el mercado el biofungicida Serenade, efectivo contra la Sigatoka negra en 
programas integrados con fungicidas convencionales. Este funciona frente a M. fijiensis 
por la acción biológica de la cepa B. subtilis QST 173 en conjunto con los lipopéptidos que 
esta bacteria produce (Navarro, Manker & Edgecomb 2004). Este producto fue 
desarrollado por AgraQuest Inc.,  con los números de patentes para Estados Unidos 
6.060.051; 6.103.228; 6.291.426 y 6.417.163 y con el número de Registro de la EPA 
69592-7 (AgraQuest 2009).  
En resumen se han encontrado diversas cepas con capacidad para inhibir el crecimiento 
del micelio y la germinación de las ascosporas del hongo. La mayoría de estas han sido 
aisladas de la filosfera de cultivos de plátano y banano, confirmando el potencial que 
pueden tener los microorganismos epífitos para convertirse en ACBs. Igualmente muchas 
de ellas fueron seleccionadas por sus capacidades para producir enzimas líticas y 
compuestos antibióticos y es evidente la necesidad de buscar otros organismos que 
utilicen mecanismos diferentes contra M. fijiensis. Adicionalmente es fundamental 
identificar la capacidad que tienen dichos ACBs para hacer parte de las comunidades 
estables en las hojas, estudios que aún no se han implementado para este tipo de 
cultivos.  
Las BAFEs se encuentran en muchos sistemas agrícolas. Su tamaño microscópico y sus 
estrategias de supervivencia facilitan la colonización de éstas en las plantas, sin embargo, 
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su nicho no ha sido completamente estudiado específicamente para cultivos de plátano y 
banano. Con el fin de realizar aplicaciones eficientes de estos ACBs, un entendimiento de 
su ecología es indispensable. Exploraciones sobre su diversidad, distribución y 
abundancia son fundamentales para identificar estrategias de muestreo efectivas en la 
búsqueda de nuevos ACBs y para determinar las mejores condiciones ambientales en las 
cuales se desarrollan estos microorganismos (McSpadden 2004).  
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3 METODOLOGÍA 
 
La metodología se dividió en cuatro fases principalmente. La primera describe la 
metodología de muestreo en campo, el aislamiento, recuento y conservación de BAFEs. 
La segunda, explica la forma como se evaluaron los aislamientos para seleccionar las 
cepas antagonistas. La tercera,  describe la metodología utilizada para identificar y 
caracterizar los aislados antagonistas con el fin de buscar las cepas con mayor potencial 
para ser ACBs. Finalmente la cuarta fase, expone los análisis que se realizaron para 
identificar las fuentes que generan variabilidad en las poblaciones de las bacterias 
aisladas. La figura 9 del anexo 2 presenta un esquema que resume la metodología 
utilizada para el desarrollo de todo el trabajo. A continuación se explican cada una de 
estas fases detalladamente.  
3.1 FASE I: AISLAMIENTO DE BACTERIAS  CULTIVABLES AERÓBICAS 
FORMADORAS DE ENDOSPORA PROVENIENTES DE LA FILOSFERA 
DE Musa spp.  
3.1.1 Selección de fincas y plantas para el muestreo en campo 
Las fincas de muestreo que se seleccionaron fueron ubicadas en los suelos del Urabá 
Antioqueño en Colombia. Esta zona se encuentra localizada en el noreste antioqueño en 
el golfo de Urabá, entre los 7°40´00´´ y los 8°05´50´´ de latitud norte  y entre los 2°37´29´´ 
y los 2°37´53´´ de longitud occidente (Sierra 1993). Se seleccionaron tres plantaciones 
con diferentes cultivares de Musa spp.: banano cv. Gran enano (campo experimental de 
Augura), banano cv. Valery (finca La Navarra) y plátano cv. Dominico (finca El Aserrío). 
Los lugares manejaban las mismas condiciones agroambientales. En la tabla 7 del Anexo 
1(Información del muestreo) se presentan las fincas y los lotes donde  se realizaron los 
muestreos. 
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3.1.2 Técnica de muestreo  
En cada una de las plantaciones de los cultivares se seleccionaron cinco puntos para 
recolectar muestras compuestas de tres plantas, utilizando un muestreo probabilístico 
aleatorio sin reposición. El muestreo se realizó en las hojas número dos, cinco y diez de 
cada una de las plantas (numeradas de acuerdo a como emergen, teniendo en cuenta 
que la hoja candela es la 0, la que sigue 1 y así sucesivamente). Cada una de estas hojas 
se dividió en cuatro partes iguales y dos de ellas: una del ápice y otra de la base se 
tomaron como parte de la muestra compuesta.  
3.1.3 Muestreo en campo y transporte de muestras 
El muestreo se realizó en los meses de septiembre, octubre, noviembre de 2008 y febrero 
de 2009. Estos meses se caracterizaron por las condiciones climatológicas mostradas en 
la tabla 8 del Anexo 1. Cada semana se realizó la recolección de las hojas de la muestra 
compuesta y el número de hoja correspondiente a esa semana para todos los cultivares 
entre las 9:00 a.m. y 12:00 m. La tabla 9 del Anexo 1 presenta el cronograma de 
muestreos. Cada muestra se guardó en bolsas de polipropileno y fue almacenada a 4 ± 
2°C para el transporte desde Urabá hasta el laboratorio de biotecnología de EAFIT en 
Medellín. Todas las muestras fueron procesadas antes de 24 horas luego de su 
recolección. 
La autorización para el acceso a los recursos genéticos (extracción de las cepas del 
campo) para el estudio con fines de investigación científica, se obtuvo por la resolución 
número: 200-03-20-01-1312-2009 emitida por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y 
Desarrollo Territorial el 19 de Octubre de 2009.  
3.1.4 Aislamiento y cuantificación de bacterias totales endófitas y epífitas 
La colección de los microorganismos de la filosfera se realizó llevando 56 g de muestra de 
hojas a un recipiente de vidrio con 504 mL de buffer de fosfato de sodio estéril 0,1 M a 
pH=7,0 (17,42 g/L de K2HPO4 y 13,60 g/L de KH2PO4) y Tween 80 al 0,1% v/v. El 
recipiente con las muestras se llevó a un shaker por 1 hora a 150 rpm y a temperatura 
ambiente para realizar un lavado inicial de las bacterias epífitas adheridas a las hojas. 
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Luego, las muestras se sonicaron en un limpiador de ultrasonido (Bransonic 52) por 10 
minutos a una temperatura de 20 ± 1°C para lograr un mejor lavado de los 
microorganismos (Yadav, Karamanoli & Vokou 2005; Karamanoli et al. 2005). De este 
lavado se tomó una alícuota de 4 mL para realizar diluciones y cuantificar las bacterias 
cultivables epífitas totales. Luego se licuaron las muestras en el mismo recipiente de vidrio 
por 10 segundos y con el mismo procedimiento anterior se hizo el conteo de bacterias 
cultivables endófitas y epífitas totales.  Para la cuantificación de las bacterias totales 
endófitas y epífitas se sembraron por duplicado 100 µL de las dilusiones 10-3, 10-4, 10-5 y 
10-6 en cajas petri con Agar Tripticasa de Soya (TSA, Merck) al 10%. Las cajas fueron 
incubadas a 21 ± 3°C por 72 horas antes de realizar el conteo de colonias.  De todas las 
diluciones se seleccionaron aquellas cajas que contenían entre 30 – 200 unidades 
formadoras de colonias (UFC) para el conteo de bacterias totales. 
3.1.5 Selección, purificación y cuantificación de bacterias aeróbicas formadoras 
de endospora 
El porcentaje de BAFEs fue determinado identificando cuantas de las bacterias que 
crecieron en las cajas utilizadas para el conteo de totales, tenían la capacidad de formar 
espora. Para esto, se seleccionó una de las cajas utilizadas para el conteo de totales que 
tuviera entre 50 y 100 UFC en cada uno de los muestreos. A cada una de las colonias 
presentes en cada una de las cajas seleccionadas, se les determinó la reacción Gram 
según el protocolo utilizado por Buck con KOH al 3% (Bucks 1982). Las bacterias Gram 
positivas fueron purificadas en TSA al 10% por el método de agotamiento y luego 
inoculadas en el medio de esporulación Finley and Field´s (Foldes et al. 2000) a 150 rpm 
por 4 días, a una temperatura de 30,0 ± 0,5  °C. Las fermentaciones resultantes fueron 
sometidas a choque térmico a 80 °C por 20 minutos (Sneath et al. 2005) en baño maría. 
Una evaluación de la viabilidad en las fermentaciones luego del choque térmico permitió 
clasificar las bacterias que tenían la capacidad de formar esporas y cuantificar el 
porcentaje de BAFEs para cada muestra. 
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3.1.6 Conservación de bacterias aeróbicas formadoras de endospora 
Las esporas de las BAFEs obtenidas en el medio Finley and Field´s después de 4 días de 
incubación, se centrifugaron a 4500 rpm y se resuspendieron en 1 mL de agua 
desionizada estéril para conservarlas a 4,0 ± 0,5 °C en tubos eppendorf.  
3.2 FASE II: SELECCIÓN DE BACTERIAS AERÓBICAS FORMADORAS DE 
ENDOSPORA ANTAGONISTAS DE Mycosphaerella fijiensis 
3.2.1 Descarga de ascosporas y obtención de cultivo monospórico de 
Mycosphaerella fijiensis  
La descarga de ascosporas se realizó siguiendo la metodología utilizada por Cenibanano 
(Dupont 1982). Piezas de tejido infectado de plantas en estadío seis de la enfermedad, se 
graparon a discos de papel kraft con el envés de la hoja hacia el exterior. Estos discos se 
humedecieron y se guardaron en bolsas selladas durante 48 horas. Luego se realizó la 
descarga de ascosporas por 30 minutos en agar simple al 2% localizando los discos 
humedecidos en las tapas de las cajas petri. Las cajas se incubaron a 21 ± 3°C por 24 
horas y con ayuda de un estéreo-microscopio y la punta de una aguja estéril se 
recolectaron las ascosporas germinadas. Estas esporas se incubaron en Agar Papa 
Dextrosa (PDA, Merck) a 21 ± 3°C en oscuridad para obtener los cultivos monospóricos 
de M. fijiensis. 
3.2.2 Obtención y conservación de micelio de Mycosphaerella fijiensis 
El cultivo monospórico de 20 días de edad se agitó en vortex durante 2 minutos en un 
falcon de 15 mL con 20 bolas de vidrio (7 mm de diámetro) y 6 mL de agua estéril. Luego, 
la suspensión de hongo fragmentado se inoculó en caldo Sabouraud (Merck) con 200 
ppm de cloranfenicol y se incubó por 10 días  a 30 ± 3°C y 150 rpm. El hongo obtenido de 
este cultivo fue fragmentado de nuevo y la suspensión obtenida se guardó a 21 ± 3°C y 
oscuridad para conservar el hongo.  
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3.2.3 Cepas de Mycosphaerella fijiensis utilizadas en las pruebas de antagonismo 
Las cepas utilizadas para las pruebas de antagonismo fueron las EASgk04, EASgk09, 
EASgk10 y EASgk11 anteriormente identificadas como M.fijiensis por PCR utilizando una 
adaptación de la metodología de Romero y colaboradores (1999).  Estas cepas fueron 
aisladas de hojas de banano cv. Gran Enano provenientes de Carepa Antioquia en 
estadío seis de la enfermedad, es decir con manchas grises en las áreas necrosada.  
3.2.4 Activación y preparación del inóculo de Mycosphaerella fijiensis para las 
pruebas de antagonismo 
La activación  del micelio de M.fijiensis se realizó sembrando 100 µL del micelio 
conservado en cajas petri con PDA más 200 ppm de cloranfenicol e incubando las cajas 
por 12 días a oscuridad a 21 ± 3°C. A toda la biomasa obtenida en la caja se le realizó el 
procedimiento de fragmentación de micelio descrito anteriormente y se inocularon 10 mL 
de la solución obtenida en 100 mL de caldo Sabouraud (Merck) para ser incubados por 8 
días a 30,0 ± 0,5  °C. Luego, este micelio fue fragmentado y filtrado (papel cualitativo 
banda roja, S&S)  para ser utilizado en las pruebas de antagonismo. La concentración del 
inóculo del hongo se cuantificó  sembrando 100 µL de éste en cajas de PDA, las cuales 
fueron incubadas por  10 días a 21 ± 3°C a oscuridad para finalmente contar las UFC 
viables de fragmentos de micelio por µL. 
3.2.5 Obtención de los extractos libres de células para las pruebas de 
antagonismo 
Las esporas conservadas de las BAFEs se sembraron en cajas petri con TSA al 50% por 
48 horas a 30,0 ± 0,5  °C. Para obtener los extractos libres de células para las pruebas de 
antagonismo del tamizaje inicial se inoculó una asada del cultivo de bacteria en 10 mL de 
caldo de tripticasa de soya (TSB, Merck) utilizando tubos falcon de 50 mL. Las 
condiciones de incubación fueron de 150 rpm, 30,0 ± 0,5 °C durante 5 días (Sadfi et al. 
2002; Kavitha et al. 2005). Los cultivos luego fueron centrifugados a 14000 rpm y filtrados 
(filtro de celulosa acetato de 0,45 µm, Startorius Biolab) para obtener los extractos libres 
de células. Estos extractos fueron almacenados hasta las pruebas de antagonismo a 4,0 ± 
0,5°C por no más de 5 días.  
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3.2.6 Pruebas de antagonismo in vitro por la técnica de microplatos  
Las pruebas de antagonismos para el proceso inicial de selección de antagonistas, se 
realizaron determinando el porcentaje de inhibición de crecimiento del micelio que 
generaron los extractos libres de células en TSB utilizando una adaptación de la 
metodología de Pelaez, et al (2006) donde se utilizan microplatos de 96 pozos para 
realizar las inoculaciones. En cada microplato se trabajaron nueve tratamientos, un 
blanco, un control absoluto y uno positivo. Todos los pozos del microplato contenían 50 µL 
de caldo Sabouraud con 2000 ppm de cloranfenicol y 250 ppm de ampicilina. 
Adicionalmente, los pozos del blanco contenían 50 µL de TSB y 50 µL de agua estéril; los 
del control absoluto 50 µL de TSB y 50 µL de inóculo de hongo y los del control positivo y 
los tratamientos 50  µL de extractos libres de células y 50 µL de inóculo de hongo. Los 
microplatos se incubaron por 12 días en la oscuridad a 21 ± 3°C. El crecimiento micelial 
se determinó por espectrofotometría (iMarkTM, BIO-RAD) a una densidad óptica (DO) de 
595 nm. El porcentaje de inhibición de crecimiento del hongo (% Inh.) para cada 
tratamiento (Tto),  se calculó considerando el crecimiento del hongo del control 
absoluto(C.Abs) como 100% y utilizando la siguiente fórmula: 
 
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 . Como control positivo se utilizó la cepa B. subtilis 
UA321, facilitada por el laboratorio de biocontrol de la Universidad de Antioquia y aislada 
por Ramírez (2008). Para este experimento se utilizó un diseño unifactorial aleatorio con 
ocho repeticiones del mismo extracto dentro del microplato. 
Las bacterias seleccionadas como antagonistas fueron aquellas cuyos extractos 
presentaron porcentajes de inhibición de crecimiento micelial promedio mayor o igual a 
85% en este experimento inicial de microplatos.  
Para corroborar los resultados del tamizaje inicial y poder seleccionar los aislamientos con 
mayores porcentajes de inhibición de M. fijiensis, a las BAFEs seleccionadas como 
antagonistas se les repitió la prueba de los  microplatos anteriormente descrita bajo las 
mismas condiciones de fermentación pero inoculando la bacteria activada en 20 mL de 
caldo MOLP y utilizando erlemeyers de 100 mL en la incubación. Para los controles en 
este caso, se utilizó caldo MOLP estéril en reemplazo del TSB. En este caso se utilizó un 
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diseño completamente aleatorio con cuatro repeticiones para cada réplica y dos réplicas 
por extracto microbiano.  
El caldo MOLP formulado para incentivar la producción de lipopéptidos (Jaques et al. 
1999) estuvo compuesto por: K2HPO4, 1,9 g/L; solución de elementos traza 1mL/L; 
sacarosa 20 g/L; peptona 30 g/L; solución de Mg-Mn 9 mL/L y extracto de levadura 7 g/L.  
La solución de elementos traza  contenía por litro: 1 g de CUSO4; 5 mg de FeCl3.6H2O; 4 
mg de Na2MoO4.2H2O; 2 mg de Kl; 0,14 g de ZnSO4.7H2O; 10 mg de H3BO4 y 10 g de 
Acido cítrico. La solución Mg-Mn contenía: 0,4 g de MnSO4.H2O y 50 g de MgSO4.  
3.2.7 Pruebas de antagonismo in vitro por la técnica de platos duales 
Las pruebas de antagonismo in vitro por la técnica de platos duales fueron realizadas a 
las cepas antagonistas. Para esto se utilizó la metodología trabajada por Riveros et al. 
(2003) donde se evaluó el porcentaje de inhibición de crecimiento de las colonias del 
hongo en cultivos duales con el extracto de cada una de las bacterias. Para esto, 100 µL 
de los extractos libres de células obtenidos de incubaciones en caldo MOLP fueron 
plateados en cajas petri de 9 cm de diámetro con PDA más 200 ppm de cloranfenicol y 
250 ppm de ampicilina. Posteriormente en la misma caja petri se platearon 100 µL del 
inóculo preparado de M. fijiensis. El crecimiento miceliar del hongo se determinó midiendo 
los diámetros de las colonias (Ф) de M.fijiensis luego de trece días de incubación a 21 ± 
3°C en oscuridad. Como control positivo se utilizó el extracto de la cepa B. subtilis UA321 
y como control absoluto caldo MOLP estéril. El porcentaje de inhibición de crecimiento 
micelial (% Inh.) para cada tratamiento (Tto),  se calculó considerando el crecimiento del 
hongo del control absoluto (C.Abs) como 100% y utilizando la siguiente fórmula:         
 




 .  
3.2.8 Pruebas de antagonismo in vitro por la  inhibición del tubo germinativo de 
las ascosporas 
Las pruebas de antagonismo por la inhibición del tubo germinativo fueron realizadas a las 
cepas seleccionadas como antagonistas por medio de la técnica utilizada por Talavera et 
al. (1998). El principio de ésta técnica se centra en determinar cómo afectan los extractos 
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de cada una de las bacterias el tubo germinativo de las ascosporas del hongo sobre una 
hoja banano. Las hojas fueron recolectadas de una planta de banano cv. Gran enano de 
una zona sin aplicaciones de fungicidas. De la hoja número 2 se cortaron discos de 5 cm 
de diámetro, los cuales fueron desinfectados sumergiéndolos en etanol al 70% por un 
minuto. Para eliminar los residuos de alcohol, los discos fueron sumergidos, en forma 
sucesiva, en tres recipientes con agua destilada estéril. Posteriormente, estos discos 
fueron sumergidos en los extractos libres de células obtenidos en medio MOLP por un 
minuto. Posteriormente, siguiendo la metodología de Dupont (1982), se realizaron 
descargas de ascosporas sobre el envés de los discos de la hoja por una hora. Estos 
discos fueron incubados en cajas petri con un pedazo de papel humedecido a 21 ± 3°C 
por  24 horas. Pasado este tiempo, el envés de las hojas fue pintado con barniz 
transparente y se dejaron secar por 24 horas. El barniz fue retirado de la hoja y con el fin 
de observar fácilmente las ascosporas adheridas a éste se le realizó una tinción con 
safranina durante 1 minuto. En estas capas de barniz se buscaron descargas de 
ascosporas con la ayuda de un microscopio y fueron demarcadas para facilitar el análisis. 
La germinación de las ascosporas se determinó midiendo la longitud (L) de los tubos 
germinativos de 30 esporas utilizando el programa de procesamiento de imágenes MOTIC 
versión 3.2. Como control positivo se utilizó el extracto de la cepa B. subtilis UA321 y 
como control absoluto medio MOLP estéril. El porcentaje de inhibición en la germinación 
de ascosporas (% Inh.) para cada tratamiento(Tto), se calculó considerando la 
germinación de las esporas del control absoluto (C.Abs) como 100% y utilizando la 
siguiente fórmula:  
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3.2.9 Análisis estadístico en las pruebas de antagonismo y selección de 
antagonistas 
Las diferencias de los efectos de los extractos de las cepas para todas las pruebas de 
antagonismo fueron determinadas con análisis de varianza (ANOVA) y con la prueba de 
comparaciones múltiples de Tukey manejando el software estadístico MINITAB Release 
14. Cada uno de los ANOVA se realizó luego de la validación de supuestos de normalidad 
utilizando las pruebas de Ryan – Joiner y homoceasticidad utilizando las pruebas de 
Bartlett y Levene. El nivel de confiabilidad utilizado para todos los casos fue de 95%.  
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3.2.10 Conservación de bacterias aeróbicas formadoras de endospora antagonistas 
de Mycosphaerella fijiensis 
Los aislamientos que fueron seleccionadas como antagonistas se conservaron en TSB 
más glicerol. Una colonia del cultivo se inoculó en un criovial con 1 mL de TSB más 
glicerol al 20% (v/v) y se incubaron a 30,0 ± 0,5°C y 150 rpm por 10 horas (Kloepper & 
Ramirez 2009). Luego fueron almacenados a 80 °C para su conservación. 
3.3 FASE III: IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE BACTERIAS 
AERÓBICAS FORMADORAS DE ENDOSPORA CON POTENCIAL 
ANTAGONISTA CONTRA Mycosphaerella fijiensis 
3.3.1 Identificación molecular de las bacterias aeróbicas formadoras de endospora 
antagonistas.  
Los aislamientos con mayores porcentajes de inhibición en la prueba inicial para la 
selección de antagonistas contra M.fijiensis se enviaron a identificar por medio del análisis 
16S rDNA con la empresa Macrogen. Las cepas bacterianas fueron almacenadas en 
crioviales con TSB y glicerol (20%) y enviadas por correo certificado para su 
procesamiento. 
Para amplificar la región 16s rDNA por PCR se utilizaron los primer 27F/1492R (tabla 1) 
para bacterias incluyendo el control positivo (DNA de Escherichia coli) y agua estéril como 
control negativo. La purificación se realizó utilizando el kit Montage PCR Clean up. Para la 
secuenciación se utilizaron los primers 518F y 800R (tabla 1) utilizando el kit de 
secuenciación Big Dye terminator cycle (Applied Biosystems, USA). Los productos 
secuenciados fueron procesados utilizando el sistema Applied Biosystems model 3730XL 
automated DNA sequencing system (Applied Biosystems, USA). 
Para el análisis de datos se utilizó un programa informático de alineamineto de 
secuencias de tipo local (BLAST) con las secuencias obtenidas del 16s rDNA.  Se 
compararon las secuencias problema contra una gran cantidad de secuencias que se 
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encuentran en la base de datos RDP (Ribosomal Database Proyect) y con el algoritmo 
BLASTn se hallaron las secuencias de las bases del gen en la base de datos que tienen 
mayor similitud a la secuencia problema. 
Tabla 1. Primers utilizados para la amplificación de la región 16s rDNA de las bacterias 
aeróbicas formadoras de endospora antagonistas contra Mycosphaerella fijiensis. 
Primer Tipo Secuencia (5’ a 3’) Objetivo 
518F Universal CCAGCAGCCGCGGTAATACG  Secuenciación 
800R Universal TACCAGGGTATCTAATCC  Secuenciación 
27F Universal AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  Amplificación 
1492R Universal TACGGYTACCTTGTTACGACTT  Amplificación 
 
3.3.2 Caracterización de las bacterias aeróbicas formadoras de endospora 
antagonistas 
A los aislamientos que presentaron los mayores porcentajes de inhibición se les realizaron 
caracterizaciones bioquímicas relacionadas con la capacidad de establecerse como 
micro-biota epífita. 
3.3.2.1 Activación de bacterias aeróbicas formadoras de endospora antagonistas 
para los ensayos de caracterización 
Para todos los ensayos descritos a continuación se activaron las BAFEs de la misma 
manera. Las esporas conservadas en agua se sembraron en cajas Petri con TSA al 50% 
y se incubaron por 48 horas a 30,0 ± 0,5 °C en oscuridad.  
3.3.2.2 Producción de Ácido Indol-acético (AIA) 
La producción de AIA se determinó indirectamente con una medición de la producción de 
indoles totales por colorimetría utilizando la solución indicadora Salcowski diseñada por 
Gordon y Weber (1951) y adecuada para el uso en sobrenadantes de cultivos de 
bacterias por Patten y Glick (2002). Una asada de bacterias activadas se inoculó en TSB 
con una concentración de triptofano de 500 µg/mL y se incubó durante 48 horas a 100 
rpm y 30,0 ± 0,5 °C en erlemeyers manteniendo una relación volumen de cultivo: 
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recipiente 10:100. Se centrifugó el cultivo para retirar la biomasa a 4500 rpm por 20 
minutos y se mezcló el sobrenadante con solución Salkowsky en una relación 1:3 (Patten 
& Glick 2002). Se midieron los ensayos en un espectrofotómetro (Helios Gamma 100-240, 
Thermo) a una DO530 y comparando los resultados con una curva de calibración 
estandarizada se determinó la producción de índoles totales. Para este experimento se 
utilizó el control absoluto de TSB más 500 µg/mL de triptófano y el control positivo de la 
cepa UA567 donada por la Universidad de Antioquia y evaluada como productora de AIA 
por Ramírez (2008). 
3.3.2.3 Producción de quitinasas y glucanasas 
- Medios para evaluar la producción de quitinasas 
La capacidad de las bacterias para producir quitinasas y emplear la quitina como fuente 
de carbono bajo condiciones de alta escasez de nutrientes se realizó utilizando el medio 
Agar Quitina (AQ) y Agar Medio 3 (M3) propuestos en el trabajo de Salazar (2005) y 
Ramírez (2005). El AQ está compuesto por 20 mL/L de quitina coloidal -como única fuente 
de carbono y nitrógeno-, K2HPO4 1 g/L; MgSO4 0,5 g/L; NaCl 1 g/L y 20 g/L de bacto agar 
(BactoTM Becton Dickinson). La quitina coloidal fue preparada según el protocolo descrito 
por Arango (2000). El M3 definido por Renwick, Campbell and Coe (1991) y, modificado 
por Cattelan (1999) y Cattelan, Hartel & Fuhrmann (1999), está compuesto por (g/L): 
nitrato de amonio (NH
4
NO
3
), 0,78; fosfato de potasio dibásico (K
2
HPO
4
), 0,8; fosfato de 
potasio monobásico (KH
2
PO
4
), 0,2 ; sulfato de magnesio (MgSO
4
.7H
2
O), 0,20; cloruro de 
calcio (CaCl
2
), 0,06; cloruro de sodio (NaCl), 0,10; molibdato de sodio (Na
2
MoO
4
.2H
2
O), 
0,002; sulfato de zinc (ZnSO
4
.7H
2
O), 0,00024; sulfato de cobre (CuSO
4
.5H
2
O), 0,00004; 
sulfato de cobalto 85 (CoSO
4
.7H
2
O), 0,010; sulfato de manganeso (MnSO
4
.4H
2
O), 0,003; 
etilendiaminotetraacético sódico-férrico (Na
2
FeEDTA), 0,028; ácido bórico (H
3
BO
3
), 0,005; 
agar, 15; biotina (5 µg/L) y ácido p-aminobenzoico (10 µg/L). Las soluciones de sulfato de 
magnesio y el cloruro de calcio se esterilizaron en autoclave por separado y se 
adicionaron al medio después de esterilizado. Las soluciones de biotina y ácido p-
aminobenzoico se esterilizaron mediante la utilización de filtro bacteriológico (0,45 µm) y 
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se adicionaron al medio ya estéril. Como única fuente de carbono se utilizó quitina coloidal 
(8 g/L
 
base seca) preparada como se describió anteriormente. Después de adicionada la 
quitina coloidal el medio fue ajustado a un pH de 7,2 con las soluciones NaOH (2N) o HCl 
al 2%. 
- Medios para evaluar la producción de glucanasas 
Inicialmente se realizó una evaluación de la capacidad de las bacterias de crecer y formar 
halos clarificados en un medio con harina cebada (Ramírez 2005; Salazar 2005). El medio 
utilizado fue Agar Cebada (AC) con 5 g/L de harina de cebada triturada (Coro) -como 
fuente de ß-(1,3) glucanos-; 1 g/L de NH4NO3 (Merck) -como fuente de nitrógeno-; 15 g/L 
de agar agar (BactoTM Becton Dickinson); K2HPO4 1 g/L; MgSO4 0,5 g/L y NaCl 1 g/L 
(Salazar 2005; Ramírez 2005).  
Luego para determinar la capacidad glucanolítica de las cepas con mayores porcentajes 
de inhibición en las pruebas de antagonismo se utilizó el Agar Laminarina (AL) empleado 
en el trabajo de Ramírez (2005). Este medio posee los mismos componentes del medio 
M3 anteriormente descrito, exceptuando la fuente de carbono, la cual fue β-1,3- glucano 
(5 g/L; Laminarina, Sigma).  
- Ensayos de quitinasas y glucanasas 
Para realizar el ensayo, un trozo circular (diámetro = 5mm) de TSA con bacteria activada 
se obtuvo con una pipeta pasteur de vidrio. Este trozo se ubicó sobre el medio selectivo 
(AQ, M3, AC o AL) solidificado en cajas petri de 9 cm de diámetro, garantizando el 
contacto de la bacteria con el medio. Se utilizaron 5 trozos por caja petri distribuidos 
uniformemente. La evaluación de la capacidad de producir las enzimas (quitinasas y 
glucanasas) se realizó indirectamente midiendo el tamaño del halo formado en cada uno 
de los agares selectivos. Las mediciones se realizaron después de 3 días de incubación a 
21 ± 3°C para el AC, 5 días de incubación para el AL y 10 días para el AQ y el M3 
(Ramírez 2005) a la misma temperatura. Cada uno de los aislamientos fue evaluado por 
triplicado. Para todos los ensayos se utilizó como control absoluto un bocado de TSA sin 
bacteria y como control negativo la cepa R30 aislada por Ramírez (2005). Como control 
positivo en las pruebas de quitinasas se utilizó la cepa EA1453 aislada por Ramírez 
49 
 
(2008) y evaluada como productora de halo en AQ y M3 en trabajos previos dentro del 
grupo de investigación GIPAB.  Para las pruebas de glucanasas se utilizó como control 
positivo la cepa R86 aislada y evaluada como productora de glucanasas por Ramírez 
(2005).  
Para visualizar la hidrólisis de β-1,3- glucano en el AL, se utilizó una solución de rojo 
congo (0,6 g/L de agua) sobre las cajas petri hasta cubrir por completo la superficie de 
ellas y dejando reposar durante 90 minutos, para después drenar el exceso de colorante. 
La formación de un halo oscuro alrededor de las colonias se tomó como indicador de la 
degradación de β-1,3-glucano. 
3.3.2.4 Producción de biosurfactantes 
Los sobrenadantes de las BAFEs antagonistas necesarios para realizar las 
caracterizaciones bioquímicas se obtuvieron inoculando una asada de bacteria activada 
en 20 mL de medio MOLP utilizando erlemeyers de 100 mL. Las condiciones de 
incubación fueron de 150 rpm, 30,0 ± 0,5 °C durante 5 días.  Los cultivos luego fueron 
centrifugados a 4500 rpm para obtener los sobrenadantes de las fermentaciones con los 
cuales se realizaron los ensayos cuantitativos y cualitativos de producción de 
surfactantes. 
- Producción cualitativa de biosurfactantes 
La producción cualitativa de biosurfactantes se evaluó utilizando la metodología rápida del 
colapso de la gota descrita por Bodour et al. (1998) y realizada sobre las tapas de 
microplatos de poliestireno (BD Falcon) como se plantea en el artículo de Youseff et al. 
(2003). Inicialmente se agregaron 2 µL de aceite mineral en cada uno de los orificios de la 
tapa del microplato, el cual se dejó en reposo por 1 hora a 21 ± 3°C. Luego la forma de la 
gota de 5 µL del cultivo libre de células se evaluó sobre la superficie del aceite al minuto 
de ser depositada (Youseff et al. 2003). La producción de biosurfactantes fue determinada 
cualitativamente  utilizando un sistema de cruces de (+) a (++++). Las cepas con la 
capacidad de producir biosurfactantes correspondieron a las gotas planas y se 
demarcaron con (++++); las que no produjeron, como el control absoluto, correspondieron 
a las gotas redondeadas y se demarcaron con (+) y las otras (++) y (+++) correspondieron 
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a observaciones intermedias de la forma de la gota. Para esto se utilizaron dos réplicas y 
dos repeticiones por réplica en tapas de microplatos diferentes. Como control absoluto se 
utilizó medio MOLP fresco estéril  y como control positivo se utilizó la cepa B. subtilis 
UA321, evaluada como productora de surfactantes por Sierra y Moncada (2009).  
- Producción cuantitativa de biosurfactantes 
La producción de biosurfactantes por los microorganismos se midió cuantitativamente 
evaluando la disminución de la tensión superficial de los medios en los que fueron 
cultivadas las bacterias según la metodología utilizada en el artículo de McInerney et al. 
(1990). La tensión superficial del medio se midió con un tensiómetro (CAT N° 70535, 
CSC-DUNOUY). La diminución en la tensión superficial del medio fue calculada como la 
resta de la tensión superficial del medio MOLP fresco estéril medida antes de inocular las 
células menos la tensión superficial del los sobrenadantes libres de células obtenidos 
después de la fermentación. Para este experimento, se utilizó como control absoluto 
medio MOLP fresco estéril y como control positivo la cepa UA321 (M. Ramírez 2008). Se 
manejó un diseño unifactorial completamente aleatorio con dos réplicas por tratamiento. 
3.3.2.5 Formación de biopelícula 
La formación de biopelícula se realizó modificando la metodología planteada por O’Toole 
et al. (1999). Las BAFEs activadas en TSA se inocularon en medio biofilm (Hamon & 
Lazazzera 2001) a 150 rpm y 30,0 ± 0,5 °C por 48 horas. Luego, los cultivos fueron 
disueltos en el mismo medio hasta una DO600 de 0,01. Posteriormente, un mL de cada 
cultivo fue incubado en tubos eppendorf (2 mL) en condiciones estáticas, a 30,0  ± 0,5°C 
por 75 horas. Transcurrido dicho tiempo, a todos los cultivos se les agregaron 100 µL de 
cristal violeta (0,1% w/v) disuelto en solución buffer (sulfato de amonio: 0,15 M; fosfato de 
potasio: pH=7,0, 100mM; citrato de sodio: 34 mM y MgSO4: 1 mM) (Bais, Fall & Vivanco 
2004). La tinción se dejó por 20 minutos a temperatura ambiente (21 ± 3°C) y el cristal 
violeta fue lavado con agua destilada. El exceso de agua fue eliminado con un secador de 
aire caliente. Finalmente el colorante de las células que quedaron adheridas a la pared del 
tubo fue solubilizado en 2 mL de 80% (v/v) etanol y 20% (v/v) acetona. Para evaluar la 
formación de biopelícula se determinó la OD595 de las soluciones en un espectrofotómetro 
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(Helios Gamma 100-240, Thermo) para cada cultivo. Como control absoluto se utilizó el 
medio biofilm fresco estéril. No se utilizó control positivo. 
3.3.2.6 Análisis estadístico 
Para todas las pruebas cuantitativas de las caracterizaciones de las bacterias 
antagonistas se utilizaron diseños uni-factoriales completamente aleatorios. Las 
diferencias de los efectos de las bacterias o sus extractos para todas las variables 
evaluadas fueron determinadas con análisis de varianza (ANOVA) y con la prueba de 
comparaciones múltiples de Tukey utilizando el software estadístico MINITAB Release 
14. Cada uno de los ANOVA se realizó luego de la validación de supuestos de normalidad 
utilizando las pruebas de Ryan – Joiner y homoceasticidad utilizando las pruebas de 
Bartlett y Levene. El nivel de confiabilidad utilizado para todos los casos fue de 95%.  
3.4 FASE IV: VARIABILIDAD DE LAS POBLACIONES DE BACTERIAS 
EPÍFITAS CULTIVABLES TOTALES, BAFES Y ANTAGONISTAS  
Los datos del tamaño de las poblaciones bacterianas totales y de BAFEs fueron 
transformados usando la escala logarítmica (log10) y sometidos a las pruebas de 
normalidad y homoceasticidad antes de realizar los análisis de varianza (Hirano et al. 
1982; Karamanoli et al. 2005). Como en algunas ocasiones no se detectaron aislados 
antagonistas en los diferentes cultivares, hojas o zonas de hoja, para estandarizar los 
datos fue necesario agregar una unidad a todas las UFC contadas luego de la 
transformación y es por esta razón que todos los tamaños de poblaciones en este trabajo 
se evalúan como log (UFC+1).  
Con el fin de mejorar el análisis estadístico los datos estandarizados de los tamaños de 
las poblaciones de las zonas de la hoja fueron anidados dentro de las hojas y los de las 
hojas anidados dentro de los cultivos. Las comparaciones entre las medias de las 
poblaciones fueron realizadas utilizando un análisis de varianza de una sóla vía para cada 
factor seguido de pruebas de rangos múltiples de Tukey, las cuales permitieron construir 
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intervalos de confianza simultáneos para todos los pares de tratamientos en comparación 
(Izquierdo & López 1998).  
Para determinar las fuentes de variación en cada uno de los cultivares de los efectos 
aleatorios de las plantas, las hojas y sus zonas en las poblaciones de bacterias de interés, 
se utilizó un diseño anidado de efectos mixtos (Figura 1). El modelo estadístico utilizado 
para identificar las fuentes de variación de los efectos aleatorios del experimento fue: 
   ! " ! # ! $ ! %$& ! '$&(, con )  * +* ,- .  * +* ,* /* 0- 1  * +* ,- 2 
* +- 3  * + Donde   es la media del proceso, " es el efecto de los cultivares, # es el 
efecto de las plantas anidadas en los cultivares, $ es el efecto de las hojas anidadas en 
las plantas,  %$& es el efecto de las zonas de la hoja dentro de las hojas y '$& es el error 
experimental. En este modelo se buscan los componentes de varianza del proceso 
teniendo en cuenta que los efectos aleatorios de los grupos son una muestra aleatoria de 
la población y evalúa si existe una variabilidad entre los efectos de los grupos. Este tipo 
de experimentos es especialmente utilizado para diseñar experimentos preliminares 
cuando se pretende determinar estrategias apropiadas de muestreo.   
 
Figura 1. Diseño anidado utilizado para la identificación de las fuentes de variabilidad que afectan las 
poblaciones de bacterias epífitas. 
Se realizaron algunas correlaciones para identificar la existencia de patrones de 
distribución y los análisis estadísticos se realizaron en el programa Minitab Release 14. 
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4 RESULTADOS Y ANÁLISIS 
 
4.1 ASLAMIENTO DE BACTERIAS CULTIVABLES AERÓBICAS 
FORMADORAS DE ENDOSPORA DE LA FILOSFERA DE CULTIVARES 
DE Musa spp. 
En este proceso inicial de aislamiento que se realizó con un muestreo probabilístico 
aleatorio simple en el ápice y la base de las hojas 2, 5 y 10 de plantas de banano y 
plátano de diferentes variedades (Gran Enano, Valery, Dominico), se aislaron 648 BAFEs. 
Estas fueron detectadas en todos los cultivares, todas las hojas y todas las  zonas de la 
hoja utilizadas para el muestreo. De la cantidad total obtenida, 253 provinieron del cultivar 
de banano Gran Enano, 204 del de Valery y las otras 191 del cultivar de plátano 
Dominico.  
Las proporciones de BAFEs con respecto a las bacterias totales cultivables aisladas para 
los cultivares de Gran Enano, Dominico y Valery fueron de 51 ± 3, 40 ± 4 y 43 ± 4 % 
respectivamente. Esto demostró la existencia de altos porcentajes de bacterias cultivables 
formadoras de endospora en las comunidades de la filosfera de los cultivares evaluados y 
con esto se sugiere que las características de éstas, como la formación de esporas,  
pueden representar ventajas frente a los otros grupos de bacterias para  sobrevivir en 
este ambiente adverso de constantes cambios. Estas proporciones conllevan a 
preguntarse sobre las contribuciones individuales o colectivas que este tipo de bacterias 
pueden generar para la salud de la planta en la que ellas habitan.  
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4.2 BACTERIAS AERÓBICAS FORMADORAS DE ENDOSPORA COMO 
AGENTES DE CONTROL BIOLÓGICO PARA LA SIGATOKA NEGRA 
4.2.1 Bacterias aeróbicas formadoras de endospora antagonistas de 
Mycosphaerella fijiensis 
Considerando las posibles contribuciones que pueden generar las BAFEs en la salud de 
los cultivos surgió un nuevo cuestionamiento aplicado a la problemática de este trabajo en 
donde se buscaba determinar si las BAFEs anteriormente aisladas de los cultivares de 
Musa spp. podrían generar antagonismo contra M. fijiensis. Para resolver esta pregunta 
de investigación se realizó un proceso inicial de selección de antagonistas utilizando la 
técnica de microplatos con la cual se determinó de una forma rápida (tamizaje) cuáles de 
los extractos de las BAFEs aisladas generaron inhibición en el crecimiento del micelio del 
hongo al incubarse en medio líquido. Este proceso inicial de selección  se llevó a cabo 
con 624 BAFEs, ya que el 4% de las cepas aisladas perdieron el 100% de su viabilidad 
durante el proceso de almacenamiento.  
El inóculo del agente fitopatógeno para este ensayo fue obtenido de combinaciones de 
micelios de las cepas EASgk04, EASgk09, EASgk10 y EASgk11 previamente 
identificadas como M. fijienisis. Las concentraciones del inóculo para todas las pruebas 
del tamizaje inicial estuvieron entre 5 X 102 – 11 X 102 UFC/mL. Esta variabilidad se le 
atribuye a la dificultad de conocer rápidamente la concentración del inóculo luego de la 
fragmentación (se requiere esperar 8 días para el conteo de UFC viables del hongo).  
Los resultados de este ensayo mostraron que el 23% de las BAFEs evaluadas 
promovieron o no generaron inhibición alguna en el crecimiento del micelio del hongo; el 
69% presentaron porcentajes de inhibición en promedio mayores del 10%,  pero sólo el 
14% de los aislados presentaron porcentajes de inhibición estadísticamente iguales o 
mayores que el control positivo B. subtilis UA321 (% de inhibición de crecimiento de 
micelio de M. fijiensis promedio = 84 ± 9).  
Para continuar con los procesos de selección, el 5% de las bacterias evaluadas que 
presentaron los mejores resultados en el tamizaje inicial y que corresponden a 
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inhibiciones mayores al 85% en promedio fueron identificadas por la técnica de 16s rDNA 
con el fin de utilizar este aspecto como criterio de selección. Los resultados de las 
identificaciones se presentan en la tabla 12 del anexo 4, donde se observa que el 95% del 
total de este grupo son especies del género Bacillus y el 5% del Paenobacillus. Se 
encontró que el 38% de esta colección de antagonistas con inhibiciones mayores al 85% 
eran Bacillus subtilis, el 32% Bacillus cereus, el 16% Bacillus pumilus, el 8% Bacillus 
altitudinis, el 3% Bacillus megaterium y el resto no fueron identificadas. Estos resultados 
indican que los B. subtilis y B. cereus provenientes de la filosfera de cultivares de plátano 
y banano del Urabá Antioqueño son especies que tienen potencial para producir 
compuestos antimicrobianos en condiciones in vitro que inhiben el crecimiento del hongo  
M. fijiensis. 
Las bacterias seleccionadas como antagonistas fueron en total 32 (Tabla 2), es decir que 
hubo 32 aislados cuyos extractos presentaron porcentajes de inhibición de crecimiento 
micelial promedio mayor o igual a 85% en este experimento inicial de microplatos. Esto 
sugiere que en la filosfera de las plantas de plátano y banano evaluadas se encuentran 
microorganismos que tienen la capacidad de producir compuestos con carácter 
antimicrobiano capaces de antagonizar el hongo M. fijiensis en condiciones in vitro y con 
esto se espera que también existan organismos con potencial para controlar la 
enfermedad en campo. 
4.2.1.1 Características de las bacterias seleccionadas como antagonistas 
A los aislados antagonistas se les evaluó la capacidad para: producir AIA, formar halo en 
agar cebada (indicativo de producción de glucanasas), producir quitinasas y disminuir la 
tensión superficial del medio líquido donde fueron cultivadas (Tabla 2). Estas 
características pueden estar asociadas con estrategias de supervivencia que tienen las 
bacterias en la filosfera (Lindow & Brandl 2003; Beatie 2002; Brandl & Lindow 1998).  
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Tabla 2. Características relacionadas con colonización y producción de enzimas líticas de las bacterias aeróbicas formadoras 
de endospora seleccionadas como antagonistas frente a Mycosphaerella fijiensis 
N° Aislado
AIA (µg/l)
Promedio
Glucanasas
agar AC
(cm de halo)
Quitinasas
agar AQ
(cm de halo)
Quitinasas
agar M3
(cm de halo)
Producción surfactantes
Forma gota
(+ / ++++)
Disminución en tensión 
sup. del medio (%)
Identificación³
1 EA0934 99 ± 5¹ a² 6,31 0,577 0,010 0,000 ++++ 42 Bacillus subtilis
2 EA0844 98 ± 5 ab 7,21 0,427 0,280 0,263 ++ 14 Bacillus subtilis
3 EA0015 98 ± 4 ab 15,14 0,573 0,010 0,067 +++ 42 Bacillus subtilis
4 EA0913 98 ± 4 ab 9,59 0,000 0,013 0,047 ++ 34 Bacillus pumilus
5 EA0888 97 ± 5 ab 12,48 0,683 0,470 0,000 +++ 19 Paenibacillus pasadenensis
6 EA0921 97 ± 4 ab 7,50 0,463 0,197 0,323 +++ 28 Bacillus cereus
7 EA0882 95 ± 4 ab 13,50 0,000 0,033 0,000 +++ 44 Bacillus pumilus
8 EA0862 95 ± 2 ab 12,34 0,480 0,010 0,000 ++++ 44 Bacillus subtilis
9 EA0904 94 ± 4 ab 8,33 0,573 0,160 0,120 ++++ 43 Bacillus subtilis
10 EA0946 94 ± 4 ab 11,44 0,437 0,010 0,170 ++++ 43 Bacillus subtilis
11 EA0974 93 ± 4 ab 8,21 0,750 0,100 0,000 ++++ 41 Bacillus altitudinis
12 EA0827 93 ± 5 ab 7,81 0,693 0,027 0,000 ++++ 45 Bacillus subtilis
13 EA0898 93 ± 3 ab 7,29 0,003 0,283 0,263 ++ 32 Bacillus sp.
14 EA0914 92 ± 6 ab 7,50 0,503 0,240 0,250 + 25 Bacillus cereus
15 EA0845 92 ± 4 ab 8,83 0,323 0,173 0,090 ++++ 45 Bacillus subtilis
16 EA0960 90 ± 5 ab 16,26 0,727 0,010 0,000 ++++ 45 Bacillus subtilis
17 EA0849 90 ± 4 ab 8,02 0,000 0,207 0,000 +++ 10 Bacillus pumilus
18 EA0874 90 ± 5 ab 8,35 0,427 0,050 0,160 ++ 13 Bacillus cereus
19 EA0959 90 ± 4 ab 16,49 0,420 0,010 0,020 ++++ 44 Bacillus subtilis
20 EA1217 90 ± 4 ab 7,93 0,513 0,387 0,283 +++ 32 Bacillus cereus
21 EA1092 89 ± 2 ab 14,48 0,000 0,037 0,000 +++ 39 Bacillus pumilus
22 EA0937 88 ± 2 ab 5,27 0,403 0,167 0,210 + 25 Bacillus cereus
23 EA1287 88 ± 5 ab 9,94 0,457 0,203 0,207 ++ 43 Bacillus cereus
24 EA0743 87 ± 2 ab 9,66 0,540 0,320 0,360 +++ 5 Bacillus cereus
25 EA0486 87 ± 3 ab 14,26 0,580 0,163 0,000 ++++ 44 Bacillus subtilis 
26 EA0840 87 ± 4 ab 9,35 0,450 0,303 0,187 + 2 Paenibacillus pasadenensis
27 EA1230 87 ± 3 ab 40,02 0,000 0,143 0,233 ++ 40 Bacillus cereus
28 EA0498 86 ± 2 ab 21,98 0,053 0,010 0,063 + 28 Bacillus subtilis
29 EA0908 86 ± 3 b 10,23 0,987 0,010 0,000 +++ 38 Bacillus pumilus
30 EA0792 85 ± 3 b 3,68 0,563 0,240 0,207 +++ 18 Bacillus cereus 
31 EA0863 85 ± 3 b 9,90 0,487 0,320 0,300 +++ 32 Bacillus cereus
32 EA1009 85 ± 2 b 6,81 0,510 0,373 0,263 ++ 44 Bacillus cereus
C(+) 84 ± 9 ab 45,59 0,663 0,407 0,217 ++++ 45 Bacillus subtilis
C(-) -40 ± 6 d 7,05 0,000 0,110 0,000 * * Bacillus subtilis
C.Abs 0 ± 2 c 4,48 0,000 0,010 0,000 + 0
C(+) UA567 R86 EA1453 EA1453 UA321 UA321
C(-) UA321 R30 R30 R30 Ninguno Ninguno
C.Abs TSB+ Triptófano Agar TSA Agar TSA Agar TSA Caldo MOLP Caldo MOLP
Inhibición de crecimiento 
micelio por microplatos 
en TSB (%)
UA 321
Ninguno
Caldo TSB
 
1 Los intervalos representan los errores estándar de la media. 2  Las medias de la columna que tienen la misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de 
rangos múltiples de Tukey. ³ Identificaciones de las especies de los aislados utilizando la técnica 16s rDNA. C(+): control positivo. C(-): Control negativo. C.Abs: Control 
Absoluto.* No se utilizaron controles. 
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De la colección microbiológica se seleccionaron los 32 aislados de BAFEs antagonistas 
para determinar la producción  in vitro de AIA en presencia de triptófano (50 µg/mL) de 
forma cuantitativa. En la evaluación de la producción de AIA sólo el 3% de estas cepas 
produjeron menos de 5 µg/mL y del 97% restante sólo el 6% produjeron más de 20 
µg/mL. Esto indica que la mayoría de las cepas aisladas de la filosfera de los cutlivos de 
interés y categorizadas como antagonistas tienen la capacidad de producir AIA entre los 
rangos de 5 y 20 µg/mL cuando son cultivadas in vitro en medio de cultivo TSB con 
triptófano(50 µg/mL). La cepa que produjo las mayores cantidades de AIA fue B. cereus 
EA1230 con producciones promedio de 40,20 ± 0,07 µg/mL y la que produjo menos fue  
B. cereus EA0792 con producciones promedio de 3,68 ± 0,09 µg/mL (Tabla 2). 
La evaluación de la capacidad de las bacterias para crecer en un medio con harina 
cebada y formar halos clarificados es importante sólo como evaluación preliminar de 
cepas con capacidad glucanolítica. Esto es debido a que la harina cebada no contiene 
solamente 4 – glucanos, como única fuente de carbono (Michniewicz, Kołodziejczyk & 
Obuchowski 2003) y puede arrojar falsos positivos de halos que explican la producción de 
glucanasas. Sin embargo, en este punto del trabajo se realizó esta prueba no como 
criterio de selección, sino con el fin de comprender algunas características generales de 
las cepas antagonistas. El tamaño de la transparencia en este caso muestra la capacidad 
del microorganismo para metabolizar la harina cebada. Para este ensayo, el 81% de las 
32 cepas antagonistas evaluadas  presentaron la capacidad de formar halo y el 16% 
presentaron halos en promedio mayores o iguales al generado por el control positivo R86. 
Esto sugiere que la mayoría de las cepas antagonistas aisladas de los cultivares de Musa 
spp. tuvieron la capacidad de utilizar las fuentes de carbono presentes en la harina 
cebada. 
La producción de compuestos biosurfactantes no sólo se ha relacionado con la capacidad 
de algunas bacterias para antagonizar patógenos (Ongena & Jacques 2008) sino con 
estrategias de colonización en las hojas (Bais, Fall & Vivanco 2004; Leclére, Marti & 
Béchet 2006), dos aspectos de fundamental interés en este estudio. Este parámetro se 
evaluó indirectamente determinando la capacidad de las BAFEs seleccionadas como 
antagonistas para disminuir la tensión superficial del caldo MOLP en el que fueron 
incubadas. Se encontró que de las cepas evaluadas el 87% disminuyeron la tensión 
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superficial del medio en más del 15% luego de inocular las cepas y el 53% tuvieron 
diminuciones en la tensión superficial mayores del 40%. Esto demuestra que la mayoría 
de las cepas  antagonistas disminuyen la tensión superficial del medio al ser cultivadas en 
medio líquido, sugiriendo que éstas pueden estar produciendo compuestos metabólicos 
de carácter amfifílico. Como se explicó anteriormente la mayor parte de las cepas 
seleccionadas como antagonistas pertenecen al género Bacillus, grupo de bacterias 
reconocido por la producción de compuestos lipopéptidos, dentro de los cuales los de la 
familia de las surfactinas se consideran biosurfactantes poderosos (Ongena & Jacques 
2008). 
En la evaluación de quitinasas se utilizaron dos medios sólidos diferentes, el AQ y el M3. 
El medio AQ se utilizó para determinar la capacidad que tenían las bacterias para producir 
quitinasas y emplear la quitina como fuente de carbono bajo condiciones de alta escasez 
de nutrientes como suele ocurrir en la filosfera, mientras que el medio M3 también sirvió 
para evaluar lo anterior pero con ayuda de sales que pueden promover la producción de 
quitinasas (Reid & Ogrydziak 1981). Para los medios de AQ y M3 el 60% de las BAFEs 
presentaron la capacidad de formar halo y el 6% y el 28% de las cepas totales tuvieron 
halos iguales o mayores que los de los controles positivos EA1453 y R86 
respectivamente. Estos resultados sugieren que las sales del medio M3 pueden estar 
potencializando la formación de halos para ciertas bacterias por la presencia de las sales. 
Un índice de correlación de Pearson = 0,64 (valor p = 0,000, 5=0,05) entre los resultados 
obtenidos para los halos en los medio M3 y AQ evidenció una correlación significativa 
entre los dos métodos y esto sugiere una homología entre ambos ensayos. Finalmente los 
resultados del ensayo indican que dentro del grupo de cepas categorizadas como 
antagonistas existen algunas con capacidad para producir quitinasas y emplear la quitina 
como fuente de carbono para su crecimiento en condiciones in vitro. Las cepas que 
presentaron los mayores halos en el medio AQ fueron P. pasadenensis EA0888 y la 
EA0501 (no identificada) con halos en promedio mayores a 0,4 cm. 
En conclusión es evidente la existencia de BAFEs provenientes de cultivares de Musa 
spp. no sólo con capacidad para producir a nivel in vitro compuestos antibióticos que 
podrían ser de tipo lipopéptido y que afectan el crecimiento del micelio de M. fijiensis sino 
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también de producir enzimas líticas con las que también podrían afectar la pared del 
hongo utilizando otro mecanismos de antagonismo.  
4.2.2 Bacterias aeróbicas formadoras de endospora con mayor potencial 
antagonistas contra Mycosphaerella fijiensis 
4.2.2.1 Selección de aislados con mayor potencial antagonista contra 
Mycosphaerella fijiensis 
Los resultados encontrados hasta el momento, conllevan a nuevos cuestionamientos en 
esta investigación donde se pretende identificar cuáles de éstas BAFEs son las que 
presentan mayores antagonismos contra M. fijiensis. Para esto es necesario comenzar 
con procesos de selección más estructurados y rigurosos que definan los ACBs más 
eficientes para hacer parte de productos formulados. 
Teniendo en cuenta que los productos formulados no deben representar riesgos para la 
salud humana o animal, esto se convierte en un criterio fundamental para la selección de 
ACBs. Los microorganismos son clasificados por la Organización Mundial de la Salud en 
diferentes grupos de acuerdo a este riesgo y por esta razón del grupo de cepas 
antagonistas se eliminaron todas las bacterias B. cereus como posibles ACBs por estar 
catalogadas dentro del grupo 2 de microorganismos riesgosos en la clasificación realizada 
por esta organización (Fritze 2004). De las 32 cepas quedaron 21, las cuales son 
presentadas en la tabla 3 con los resultados de inhibición obtenidos en el tamizaje inicial 
de selección y con los lugares de donde se realizaron los aislamientos en campo. 
Dentro del grupo de antagonistas el 33% provenían de cultivos de banano cv. Valery, el 
43% de plátano cv. Dominico y el 24% de banano cv. Gran enano (Tabla 3). 
Considerando que no se obtuvo la misma cantidad de aislados para cada cultivar se 
encontró que las proporciones de los aislamientos antagonistas con respecto al total de 
asilados  para cada cultivo fueron similares. La proporción de antagonistas encontrados 
con respecto a los aislados totales obtenidos para el banano cv. Valery fue del 3%, para el 
plátano cv. Dominico fue del 4% y para el banano cv. Gran Enano fue del 2%. 
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Tabla 3. Porcentajes de inhibición en el crecimiento del micelio y en la germinación de las ascosporas de Mycosphaerella fijiensis 
generados por los extractos libres de células de las bacterias aeróbicas formadoras de endospora antagonistas bajo tres técnicas de 
antagonismo a nivel in vitro. 
Cultivo Zona hoja
1 EA0844 98 ± 5¹ ab² 42 ± 3 efghi 77 ± 1 a 81 ± 1 ab 72 Bacillus subtilis gran enano base 5
2 EA0015 98 ± 5 ab 65 ± 3 cd 42 ± 1 ef 84 ± 0 a 72 Bacillus subtilis gran enano base 10
3 EA0827 93 ± 5 ab 45 ± 3 efgh 45 ± 2 def 87 ± 1 a 70 Bacillus subtilis valery base 5
4 EA0959 90 ± 4 ab 73 ± 2 bc 42 ± 2 ef 78 ± 0 ab 70 Bacillus subtilis platano apice 10
5 EA0904 94 ± 4 ab 54 ± 1 def 50 ± 1 cde 77 ± 1 ab 67 Bacillus subtilis valery base 2
6 EA0946 94 ± 4 ab 38 ± 3 ghij 50 ± 2 cde 81 ± 3 ab 66 Bacillus subtilis platano base 10
7 EA0849 90 ± 5 ab 86 ± 1 ab 29 ± 0 ij 61 ± 2 def 59 Bacillus pumilus gran enano base 5
8 EA0845 92 ± 4 ab 43 ± 2 efgh 43 ± 1 ef 70 ± 1 bcd 59 Bacillus subtilis valery apice 5
9 EA0960 90 ± 5¹ ab² 50 ± 3 defg 62 ± 1 b 60 ± 2 def 58 Bacillus subtilis valery base 5
10 EA0498 86 ± 5 ab 81 ± 1 ab 23 ± 2 jkl 61 ± 1 def 57 Bacillus subtilis platano base 10
11 EA0862 95 ± 6 ab 39 ± 3 fghi 48 ± 1 def 65 ± 1 cde 56 Bacillus subtilis platano apice 5
12 EA0908 86 ± 3 b 87 ± 1 ab 16 ± 1 lmn 57 ± 3 ef 55 Bacillus pumilus platano base 2
13 EA0486 87 ± 3 ab 54 ± 2 def 57 ± 1 bc 54 ± 2 efg 55 Bacillus subtilis valery apice 2
14 EA0974 93 ± 8 ab 52 ± 3 def 27 ± 2 ijk 58 ± 2 def 51 Bacillus altitudinis platano base 2
15 EA0934 99 ± 5 ab 42 ± 4 efghi 40 ± 2 gh 53 ± 1 efg 48 Bacillus subtilis platano base 10
16 EA0898 93 ± 3 ab 29 ± 2 ijkl 13 ± 1 mno 64 ± 0 cde 47 Bacillus sp. platano apice 2
17 EA0882 95 ± 4 ab 33 ± 3 hijk 10 ± 0 hop 50 ± 1 fgh 38 Bacillus pumilus platano apice 5
18 EA1092 89 ± 2 ab 92 ± 1 a 32 ± 2 hi 22 ± 3 k 38 Bacillus pumilus gran enano apice 10
19 EA0840 87 ± 4 ab 9 ± 3 m 20 ± 2 klm 44 ± 5 ghi 32 Paenibacillus pasadenensis valery apice 5
20 EA0913 98 ± 4 ab 33 ± 3 hijk 26 ± 1 ijk 31 ± 4 jk 30 Bacillus pumilus gran enano base 2
21 EA0888 97 ± 5 ab 14 ± 4 lm 6 ± 2 op 40 ± 1 hij 28 Paenibacillus pasadenensis valery apice 2
C(+) 84 ± 9 ab 75 ± 4 bc 52 ± 0 cd 79 ± 4 ab 73 Bacillus subtilis
C(-) -40 ± 6 d 10 ± 3 m 15 ± 2 q 10 ± 3 11
C.Abs 0 ± 2 c 0 ± 2 n 3 ± 0 p 1 ± 1 1
C(+)
C(-)
C.Abs
EA1046 EA1046 EA1046
Caldo TSB Caldo MOLP Caldo MOLP Caldo MOLP
Inhibición en la 
germinación de 
ascoporas (%)6
Promedio 
ponderado de 
las tres 
pruebas de 
antagonismo 
(%)7
Identificaciones8
Lugar de aislamiento en 
campo9
UA 321 UA 321 UA 321 UA 321
Código
Inhibición del 
crecimiento del 
micelio por 
microplatos en TSB 
(%)3
Inhibición del 
crecimiento micelio 
por microplatos en 
MOLP (%)4
Inhibición del 
crecimiento del micelio 
por platos duales (%)5
 
 
1 Los intervalos representan los errores estándar de la media. 2  Las medias de la columna que tienen la misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos 
múltiples de Tukey. ³ Pruebas de tamizaje inicial en microplatos con TSB con 8 repeticiones por tratamiento. 4 Pruebas de antagonismos en microplatos con caldo MOLP con dos 
réplicas y cuatro repeticiones por tratamiento. 5 Pruebas de antagonismos de platos duales con tres réplicas y 30 repeticiones por tratamiento. 6 Pruebas de antagonismos con 
ascosporas con dos réplicas y 30 repeticiones por tratamiento. Esta prueba fue realizada por Sandra Mosquera del grupo de investigación GIPAB. 7 Promedio ponderado de las tres 
pruebas de antagonismos realizadas a las cepas seleccionadas como antagonistas. 8 Identificaciones de las especies de los aislados utilizando la técnica 16s rDNA. 9 Lugar de donde 
fueron aisladas las BAFEs. C(+): control positivo. C(-): Control negativo. C.Abs: Control Absoluto. 
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Para las hojas y las zonas de las hojas tampoco se observaron mayores porcentajes de 
antagonistas en ciertos niveles (Tabla 3). El 57% de las antagonistas provenían del ápice 
de las hojas y el otro 43% de la base. El 33% provenían de la hoja  número 2, el 38% de 
la hoja número 5 y el otro 29% de la hoja número 10. Estos resultados sugieren que la 
distribución de los antagonistas puede no estar definido por el tipo de cultivar, ni por el 
tipo de hoja, ni por la zona de donde se obtengan las BAFEs.  
Las bacterias con porcentajes de inhibición en el tamizaje inicial mayores del 85% y no 
identificadas como patógenas fueron evaluadas nuevamente repitiendo el experimento de 
microplatos con dos réplicas y cuatro repeticiones por tratamiento, cultivando las bacterias 
en medio MOLP y utilizando una concentración de inóculo de 3 X 103 UFC/mL de la cepa 
EASgk04, tres veces más concentrado que el de las pruebas del tamizaje inicial. Los 
resultados de este ensayo son presentados en la tabla 3 y en el gráfico 1 se presenta una 
comparación de estos resultados con los obtenidos en el tamizaje inicial bajo la misma 
técnica de microplatos. 
Para esta prueba el 32% de los aislados que habían presentado inhibición igual o mayor 
que el control positivo tuvieron el mismo comportamiento en la repetición del experimento 
con medio MOLP (Gráfico 1). Esto se puede justificar con dos aspectos importantes: La 
falta de réplicas, el número de repeticiones utilizado en el tamizaje inicial y el inóculo de 
hongo utilizado. La concentración y naturaleza (sensibilidad de la cepa utilizada, % de 
conidios con respecto a fragmentos de micelio) de los inóculos utilizados para los 
diferentes ensayos en el tamizaje inicial pudieron generar variabilidad en el experimento. 
En el ensayo final y como lo muestran los errores estándar de la tabla 3 y el gráfico 1, se 
comprobó que la variabilidad de los resultados disminuyó con el aumento del número de 
réplicas y la cantidad de pozos utilizados para la lectura en el microplato como 
repeticiones. Para esta prueba de microplatos en medio MOLP, las cepas del grupo con 
mejores porcentajes de inhibición fueron B. pumilus EA1092, B. pumilus EA0908, B. 
pumilus EA0849, B. subtilis EA0498 con porcentajes de inhibición de con un 92 ± 1, 87 ± 
1, 86 ± 1 y 81 ± 1 respectivamente (Tabla 3, Gráfico 1) y mejores estadísticamente que los 
encontrados para el control positivo (B. subtilis UA321). 
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Gráfico 1. Porcentajes de inhibición de crecimiento del micelio de Mycosphaerella fijiensis generados 
por los metabolitos de las BAFEs antagonistas por la técnica de microplatos realizada a nivel in vitro. 
Los intervalos representan los errores estándar de la media. Las barras que tienen la misma letra no 
difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey. Pruebas de tamizaje 
inicial en microplatos con TSB utilizando 8 repeticiones por tratamiento (Barras azules). Pruebas de 
antagonismos en microplatos con caldo MOLP utilizando dos réplicas y cuatro repeticiones por 
tratamiento (Barras moradas). C(+): control positivo. C(-): Control negativo. C.Abs: Control Absoluto. 
Estos resultados indican que existen BAFEs en la filosfera de Musa spp. con capacidad 
de generar metabolitos que inhiben el crecimiento del hongo al ser cultivado en medio 
líquido en condiciones in vitro. La figura 2 grafica las diferencias en los crecimientos de los 
micelios del hongo cuando estuvieron en contacto con los extractos libres de BAFEs 
antagonistas. En la figura 2 se puede observar que el crecimiento del micelio de M. 
fijiensis es menor cuando está en contacto con los metabolitos de las BAFEs B. pumilus 
EA0849, B. subtilis EA0015, B. subtilis EA0486 seleccionadas como antagonistas y con 
los del control positivo B. subtilis UA321.  
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Figura 2. Inhibición in vitro del crecimiento del micelio de Mycosphaerella fijiensis generados por los 
metabolitos de las BAFEs antagonistas por la técnica de microplatos. (A) Microplato donde crece 
M.fijiensis en medio líquido con los extractos libres de células de B. pumilus EA0849, B. subtilis 
EA0015, B. subtilis EA0486 y B. subtilis UA321 (Control positivo). (B) Pozos del microplato donde M. 
fijiensis crece en medio líquido con: los extractos libres de células de las cepas B. subtilis EA0015, B. 
subtilis EA0486, B. subtilis UA 321 (Control positivo). El control absoluto (C. Abs.) no contiene 
extractos de bacterias y el blanco no contiene ni extractos de bacterias ni hongo. 
Al mismo grupo de bacterias con porcentajes de inhibición en el tamizaje inicial mayores 
del 85% y no identificadas como patógenas se les realizaron otras dos pruebas diferentes 
de antagonismo contra M. fijiensis. Estas pruebas fueron la de platos duales y la de 
ascosporas. En los platos duales se evalúa el porcentaje de inhibición del crecimiento del 
micelio del hongo en medio sólido con los extractos de las BAFEs, lo que podría 
representar la realidad en campo cuando el micelio comience a crecer internamente en la 
hoja. La prueba de ascosporas que determina la inhibición que generan los extractos de 
las bacterias en la germinación del tubo germinativo de las ascosporas sobre tejido vivo 
representa también de una forma cercana lo que puede ocurrir en campo cuando la 
ascospora llega a la hoja del cultivar de Musa spp. para comenzar la infección. Los 
resultados de estas pruebas se muestran en la tabla 3. 
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Las cepas que significativamente produjeron los mejores resultados en la prueba de 
antagonismos con la metodología de platos duales fue la B. subtilis EA0844 con 
porcentajes de inhibición de 77 ± 1%, seguida de B. subtilis EA0960 y B. subtilis EA0486 
con porcentajes de inhibición de 62 ± 1%y de 57 ± 1% respectivamente (Gráfico 2). Estas 
tres cepas presentaron porcentajes de inhibición mayores estadísticamente a los 
presentados por el control positivo B. subtilis UA321.  
 
Gráfico 2. Porcentajes de inhibición de crecimiento del micelio de Mycosphaerella fijiensis generados 
por los metabolitos de las BAFEs antagonistas utilizando la técnica de platos duales realizada a nivel 
in vitro. Los intervalos representan los errores estándar de la media. Las barras que tienen la misma 
letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey. Pruebas con 
tres réplicas y 30 repeticiones por tratamiento. C(+): control positivo. C(-): Control negativo. C.Abs: 
Control Absoluto. 
La figura 3 muestra fotografías de la prueba de platos duales para B.subtilis EA0946, una 
de las BAFEs que presentaron mayores porcentajes de inhibición en esta prueba de 
antagonismo. Se puede observar la disminución en el crecimiento del micelio cuando es 
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cultivado en medio sólido en condiciones in vitro. En esta prueba se encontraron menores 
porcentajes de inhibición del micelio del hongo con respecto a la prueba de microplatos. 
Esto puede ser explicado porque en los cultivos sumergidos el hongo tiene mayor área 
superficial de contacto con los metabolitos antimicrobianos presentes en los extractos. 
Aunque se evidenciaron menores porcentajes de inhibición para los platos duales que 
para los microplatos, se encontró correlación entre estas dos pruebas con coeficientes de 
pearson de 0,683 (valor p =0,002) (Gráfico 4 C). Esto indica que a nivel general, las cepas 
que en promedio presentaron los mejores resultados en la prueba de microplatos, también 
tuvieron los mejores resultados para la de platos duales como lo muestra el gráfico 4C. 
 
Figura 3. Inhibición in vitro del crecimiento del micelio de Mycosphaerella fijiensis generados por los 
metabolitos de B.subtilis EA0946 utilizando la técnica de platos duales. Control Absoluto donde M. 
fijiensis creció en contacto con MOLP fresco estéril (A). Crecimiento de M.fijiensis en PDA con los 
extractos libres de células de B.subtilis EA0946 (B) y los del control positivo B. subtilis UA321 (C).  
En las pruebas de inhibición de germinación de ascosporas generada por los metabolitos 
de las BAFEs en estudio (Tabla 3, Gráfico 3) se encontró que las cepas con mayores 
porcentajes de inhibición para esta prueba fueron identificadas como B.subtilis. Las cepas 
con mayores porcentajes de inhibición para esta prueba fueron B.subtilis EA0015, 
B.subtilis  EA0827, B. subtilis EA0959, B. subtilis EA0904, B. subtilis EA0946 y B. subtilis 
EA0844 con porcentajes de inhibición mayores de 77% en promedio. 
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Gráfico 3. Porcentajes de inhibición de la germinación de las ascosporas de Mycosphaerella fijiensis 
generados por los metabolitos de las BAFEs antagonistas con pruebas realizadas a nivel in vitro. Los 
intervalos representan los errores estándar de la media. Las barras que tienen la misma letra no 
difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey. Pruebas con dos 
réplicas y 30 repeticiones por tratamiento. C(+): control positivo. C(-): Control negativo. C.Abs: Control 
Absoluto. Esta prueba fue realizada por Sandra Mosquera del grupo de investigación GIPAB.  
La figura 4 presenta inhibiciones del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis al 
germinar sobre tejido vivo de una hoja de banano var. Gran Enano. en contacto con los 
extractos crudos de B. subtilis EA0959. Se pueden observar germinaciones del 100% 
cuando las ascosporas se encuentran en contacto con medio MOLP estéril y también las 
disminuciones de la longitud del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis cuando 
crecieron en contacto con los extractos de B.subtilis EA0959 y con B.subtilis UA321. 
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Figura 4. Inhibición in vitro en la germinación de las ascosporas de M. fijiensis sobre hojas de banano 
cv. Gran enano por extractos libres de bacterias de la cepa B. subtilis EA0959 (A)  y B. subtilis UA321 
(Control positivo) (C). (B) Control Absoluto donde las ascoporas de M. fijiensis germinaron con medio 
MOLP fresco estéril.  
Para las tres pruebas realizadas se encontraron correlaciones positivas en sus resultados. 
Los índice de Pearson para la prueba entre microplatos y ascosporas fue de 0,724 (valor 
p =0,001) (Gráfica 4 A) y de 0,739 (valor p =0,000) (Gráfica 4 B) para los de platos duales 
y ascosporas. Esto indica que en la mayoría de los casos las cepas con los altos 
porcentajes de inhibición en una prueba tuvieron altos porcentajes de inhibición en las 
otras. El gráfico 4 muestra esta tendencia y evidencia los buenos resultados del control 
positivo para todas las pruebas.  
Los resultados de las pruebas de antagonismos muestran que existen bacterias 
seleccionadas que al ser cultivadas en medio MOLP, tienen la capacidad de producir 
metabolitos que afectan el crecimiento del micelio del hongo y la germinación de sus 
ascosporas. La selección de las bacterias con los mejores resultados para todas las 
pruebas realizadas, sugiere que éstas pueden tener la capacidad de controlar la 
enfermedad en campo, inhibiendo  no sólo la germinación de las ascosporas del hongo al 
llegar como inóculo a las hojas, sino también atacando el crecimiento del micelio del 
patógeno en etapas posteriores de la enfermedad. 
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Gráfico 4. Correlaciones entre los resultados de las pruebas de 
antagonismos contra M. fijiensis de las cepas caracterizadas como 
antagonistas. (A) Prueba de microplatos vs germinación de ascosporas. 
(B) Prueba de platos duales vs germinación de ascosporas. (C) Prueba 
de microplatos vs prueba de platos duales. C(+): control positivo. C(-): 
Control negativo. C.Abs: Control Absoluto. 
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De acuerdo con lo anterior, para seguir con el proceso de selección de los 
microorganismos con potencial para inhibir el crecimiento del micelio y de las esporas del 
hongo, se realizó un promedio ponderado sobre los resultados de las tres pruebas de 
inhibición dándole un peso del 60%, 20% y 20% a las pruebas de ascosporas, platos 
duales y microplatos respectivamente. El peso mayor en las pruebas de ascosporas se 
relaciona con el objetivo de esta parte del trabajo donde se busca seleccionar los 
aislamientos con mejor efecto antagonista frente a M. fijiensis y con potencial para 
controlar el desarrollo de la enfermedad en campo. Como en el campo la enfermedad es 
iniciada por la llegada de las esporas del hongo a la hoja, es preferible atacar el problema 
desde sus comienzos, del hongo que llegan a la hoja sin dejarlas germinar como lo hacen 
los fungicidas protectantes. Las demás pruebas son también fundamentales como 
estrategias de ataque posterior para los casos en que no se lograra controlar la 
germinación de las esporas, sin embargo para esto es necesario evaluar la probabilidad 
de que estas BAFEs pudieran actuar como bacterias endófitas, ya que el micelio de M. 
fijiensis se reproduce intercelularmente  en el tejido vegetal (Marín & Romero 1992).  
Con el fin de poder realizar otras caracterizaciones sobre los aislados y así continuar con 
búsquedas avanzadas de ACBs, se seleccionaron las BAFEs que tuvieron puntajes de 
antagonismo mayores a 50% según el promedio ponderado obtenido de las tres pruebas 
de antagonismos presentadas en la tabla 3. Es importante resaltar los resultados de B. 
subtilis EA0844, B. subtilis EA0827, B. subtilis EA0015 y B. subtilis EA0959 por tener 
resultados  mayores a 70% en la inhibición del hongo y las ascosporas en condiciones in 
vitro. Esto demuestra que estas cepas tuvieron potencial para antagonizar el hongo 
utilizando tres técnicas diferentes de antagonismo en condiciones in vitro con resultados 
coherentes entre ellas que sugieren que podría existir la posibilidad de que los 
metabolitos de dichas presenten antagonismo contra M. fijiensis en condiciones de campo 
afectando no solamente la ascospora sino también el micelio si pudiesen tener contacto 
con ellos.  
La inhibición in vitro del crecimiento del micelio y de la germinación de las ascosporas por 
metabolitos de algunas de las BAFEs aisladas sugieren una afectación de estos 
compuestos a las estructuras del hongo y conlleva a cuestionarse sobre este fenómeno.  
70 
 
Para evidenciar si existía afectación en la morfología de estas estructuras se realizaron 
fotografías de las morfologías del micelio (Figura 5) y de las ascosporas (Figura 6) de M. 
fijiensis mientras crecían y germinaban en presencia de los extractos de algunas BAFEs 
seleccionadas como antagonistas. La figura 5 muestra que en los micelios que crecieron 
con los extractos de las cepas con mayor capacidad antagonista se observaron cambios 
morfológicos evidenciados por abultamientos en las hifas (Figura 5 B, C, D, E y G). Este 
comportamiento no se observó en el control absoluto donde el hongo creció en presencia 
del medio MOLP fresco estéril (Figura 5 A) ni en el crecimiento del micelio en los extractos 
del aislado EA1046, el cual no presentó inhibición en el crecimiento del micelio de M. 
fijiensis en las pruebas de antagonismo (Figura 5 F). Estos resultados indican que los 
metabolitos que generan las cepas antagonistas seleccionadas alteran la estructura del 
micelio del hongo, posiblemente generando procesos de vacuolización y deterioro de la 
pared celular del micelio del hongo. 
 
Fotografías de: Sandra Mosquera, Isabel Ceballos. 
 
Figura 5. Morfología del micelio de M. fijiensis al crecer en cultivo líquido con los extractos libres de 
células de las bacterias aeróbicas formadoras de endospora: (B) B. subtiis EA0015, (C) B. subtiis 
EA0959, (D) B. subtilis EA0904 (E) B. subtiis EA0844 (F) EA1046 (no identificada y utilizada como 
control negativo). (A) Control Absoluto donde el micelio de M. fijiensis creció en contacto con medio 
MOLP fresco estéril. (G) Control positivo B. subtiis UA321. Las flechas indican alteraciones de la 
membrana del micelio. 
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En la figura 6 se observan inhibiciones en la germinación del tubo de la ascospora luego 
de estar 24 horas en contacto con el extracto de las cepas antagonistas (Figura 6 A, B, E, 
F) y también se observan cambios morfológico de las ascosporas. En las ascosporas que 
crecieron en  presencia del medio MOLP fresco estéril sin extractos de bacteria (Figura 6 
C) y en los extractos del aislado utilizado como control negativo EA1046 (Figura 6 D), no 
se observó este comportamiento.  
 
Fotografías de: Sandra Mosquera, Isabel Ceballos. 
Figura 6. Germinación de ascosporas en agar simple con los extractos de bacterias aeróbicas 
formadoras de endospora antagonista. (A) B.subtilis UA321, (B) B. subtilis EA0015, (C) sin bacteria, (D) 
EA1046 (E) B. subtilis EA0904 (F) B. subtilis EA0946.  
Estas fotografías evidencian que los metabolitos que están generando las cepas 
antagonistas están afectando la estructura del micelio y de las ascosporas generando 
deformaciones y abultamientos para ambos casos. Esto sugiere nuevamente que los 
metabolitos que se están produciendo por las bacterias antagonistas sean de carácter 
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lipopéptidos ya que estos compuestos, al poseer naturaleza anfifílica pueden intervenir en 
la integridad de membranas biológicas formando poros que generan perturbaciones 
osmóticas y en muchos casos el rompimiento de la membrana (Ongena & Jacques 2008).  
4.2.2.2 Caracterizaciones de bacterias aeróbicas formadoras de endospora con 
mayor potencial antagonista contra Mycosphaerella fijiensis. 
En esta etapa avanzada donde se han encontrado los aislados con mayor potencial para 
inhibir el crecimiento del micelio del hongo y la germinación de sus esporas, es 
fundamental buscar ventajas propias de los asilamientos seleccionados para garantizar 
mejores resultados en campo. Una de las propiedades que debe tener un ACB para ser 
exitoso en campo es la capacidad para convertirse en micro biota epífita del cultivo de 
interés. Algunas propiedades como la producción de AIA, la capacidad de formar 
biopelículas y la producción de compuestos surfactantes han sido relacionadas con 
ventajas adaptativas que tienen las bacterias para  poder sobrevivir en el filoplano. Si las 
BAFEs seleccionadas hasta el momento, tienen estas capacidades el sistema de control 
puede tener mayor probabilidad de éxito. 
Los resultados en la producción de AIA (Gráfico 5), los cuales fueron determinados por el 
método Salcowsky colorimétricamente, indican que la mayoría de las cepas dentro de 
este grupo producen entre 5 y 20 µg/mL de AIA cuando son cultivadas en medio con 
triptófano. Comparando estos valores con los producidos por el control positivo se nota 
que ninguna de ellas produce más que esta cepa. Estos resultados sugieren que estas 
BAFEs podrían tener la capacidad para producir este compuesto en las hojas mientras 
tengan los inductores necesarios para hacerlo.  
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Gráfico 5. Producción in vitro de AIA (µg/mL) de las BAFEs que presentaron mayor potencial antagonista contra 
Mycosphaerella fijiensis. Los intervalos representan los errores estándar de la media. Las barras que tienen la 
misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey. Prueba con tres 
réplicas por tratamiento. C(+): control positivo. C(-): Control negativo. C.Abs: Control Absoluto. 
El gráfico 6, presenta los resultados obtenidos en la evaluación de la disminución en la 
tensión superficial de medio (MOLP) al incubar las bacterias por 48 horas.  
 
Gráfico 6. Porcentaje en la disminución de la tensión superficial del medio de las BAFEs que presentaron mayor 
potencial antagonista contra Mycosphaerella fijiensis al ser incubadas en medio MOLP in vitro. Los intervalos 
representan los errores estándar de la media. Las barras que tienen la misma letra no difieren estadísticamente 
(p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey. Pruebas con dos réplicas por tratamiento. C(+): control 
positivo. C.Abs: Control Absoluto. 
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Los resultados de la disminución de la tensión superficial del medio líquido donde fueron 
cultivadas las bacterias (Gráfico 6),  indican que la mayoría de las cepas seleccionadas 
hasta el momento tienen la capacidad de disminuir la tensión superficial del medio de los 
cultivos donde fueron incubadas. El 89% de las BAFEs evaluadas disminuyeron la tensión 
superficial del medio en más de un 30%. Esto sugiere que estas bacterias podrían 
producir surfactantes en cultivos líquidos en condiciones in vitro y se podría esperar que 
además al crecer en el filoplano podrían mantener la capacidad de metabolizar estos 
compuestos.  
También se realizaron experimentos para determinar la capacidad de los aislamientos de 
formar biopelícula sobre la superficie abiótica de un tubo eppendorf de polipropileno 
(Gráfico 7). Analizando los resultados se evidencia que algunas de las bacterias de este 
grupo formaron biopelícula a excepción de B. subtilis EA0849, B. subtilis EA0498 y B. 
pumilus EA0908. Estos resultados indican que la mayoría de las bacterias en estudio 
tienen la capacidad de agregarse en superficies abióticas como la del tubo y sugiere que 
probablemente podrían tener el mismo comportamiento en superficies como la de la hoja.  
 
Gráfico 7. Capacidad in vitro de formar bio-película por las BAFEs que presentaron mayor potencial 
antagonista contra Mycosphaerella fijiensis. Los intervalos representan los errores estándar de la 
media. Las barras que tienen la misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de 
rangos múltiples de Tukey. Pruebas con dos réplicas por tratamiento y cuatro repeticiones por réplica. 
C(+): control positivo. C.Abs: Control Absoluto. 
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La figura 7 muestra los resultados de esta prueba para B. subtilis EA0844 y  B. subtilis 
EA0015  con reportes de DO595 de 0,698 y  0,178 respectivamente (Tabla 4). En esta 
figura se pueden observar imágenes de las biopelícula formada sobre las superficies 
abióticas de los tubos eppendorf (Figura 7A) y las diferentes intensidades del color violeta 
que representan las células adheridas a la pared y solubilizadas en alcohol cetona (Figura 
7B) para las cepas B. subtilis EA0015 y B. subtilis EA0844. 
 
Figura 7. Formación de biopelícula de B. subtilis EA0015 y B. subtilis EA0844 adheridas a una 
superficie de polipropileno. (A) Biopelícula formada de la cepa B. subtilis UA321 (Control  positivo), B. 
subtilis EA0844 y B. subtilis EA0015. (B) Células de la biopelícula solubilizadas en 80% (v/v) de etanol 
y 20% (v/v) de acetona. 
Adicionalmente se evaluó la capacidad para producir glucanasas y quitinasas de las 
BAFEs con mayor potencial pata antagonizar a M. fijiensis (Gráfico 8), con el fin de 
identificar la existencia de otros mecanismos de antagonismo diferentes a la producción 
de antibióticos. Esta prueba fue realizada utilizando los agares selectivos AL y M3 para la 
evaluación de producción de glucanasas y quitinasas respectivamente. La capacidad de 
las bacterias para producir este tipo de enzimas podría proporcionar ventajas en los 
mecanismos de acción que utilicen los ACBs para atacar el hongo, pues además del 
mecanismo de la antibiosis, las BAFEs podrían afectar las paredes celulares del micelio y 
de las ascosporas por medio de la producción de enzimas líticas. 
En el gráfico 8 se puede verificar que algunas de las cepas evaluadas tienen la capacidad 
in vitro de producir quitinasas y/o glucanasas. La cepa B. subtilis EA0486 produce en 
promedio más glucanasas que el control positivo y la B. subtilis EA0844 produce más 
quitinasas que el control positivo. Estos resultados sugieren que dentro de las cepas 
seleccionadas como antagonistas por antibiosis algunas de ellas también podrían llegar a 
producir enzimas líticas que afecten la pared del M. fijiensis. 
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 vitro de producir glucansas (A) y quitinasas (B) por las BAFEs que presentaron 
gonista contra Mycosphaerella fijiensis. Los intervalos representan los errores 
 Las barras que tienen la misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por 
os múltiples de Tukey. Pruebas con dos réplicas por tratamiento y cuatro 
a. C(+): control positivo. C.Abs: Control Absoluto. C(-): control negativo. 
sultados de estas caracterizaciones como lo muestra la tabla 4, se 
siguiente de las cepas que presentaron los mayores antagonismos 
B. subtilis EA0015 es uno de las cepas con los mayores potenciales 
 M. fijiensis comparada con las demás, posee características que le 
ntajas para la supervivencia en las hojas, debido a que produce AIA 
L) y disminuye la tensión superficial del medio en más de un 40% 
ible producción de surfactantes en condiciones in vitro. Adicionalmente 
 y glucanasas. Estas características la convierten en una cepa con un 
 ser ACB de M. fijiensis.  
G G G G G G G G
FG
EFG CDEF
DEF
CDE
BCD
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Tabla 4. Características relacionadas con colonización de las bacterias aeróbicas formadoras de endospora con mayor potencial antagonista 
contra Mycosphaerella fijiensis 
Cepa
EA0844 1 7,21 ± 0,075¹ jklmn² 0,263 ± 0,007 a 42,53 ± 0,20 ab 0,146 ± 0,012 cd 0,698 ± 0,074 ab
EA0015 2 15,14 ± 1,26 cd 0,067 ± 0,020 cdef 40,11 ± 0,05 ab 0,136 ± 0,019 cd 0,178 ± 0,006 fg
EA0827 3 5,00 ± 1,00 lmn 0,000 ± 0,000 g 42,30 ± 0,20 ab 0,000 ± 0,000 e 0,395 ± 0,025 cde
EA0959 4 16,49 ± 0,85 c 0,020 ± 0,020 fg 42,07 ± 0,20 ab 0,000 ± 0,000 e 0,771 ± 0,044 a
EA0904 5 8,33 ± 0,43 ijkl 0,120 ± 0,027 cde 40,80 ± 0,75 ab 0,073 ± 0,014 de 0,188 ± 0,010 fg
EA0946 6 11,44 ± 0,12 efghi 0,170 ± 0,017 bcd 43,10 ± 0,30 ab 0,000 ± 0,000 e 0,453 ± 0,039 cd
EA0849 7 8,02 ± 0,45 ijklm 0,000 ± 0,000 g 8,97 ± 1,60 c 0,056 ± 0,012 e 0,155 ± 0,010 g
EA0845 8 8,83 ± 0,03 hijk 0,090 ± 0,021 def 42,64 ± 0,45 ab 0,170 ± 0,015 bc 0,257 ± 0,074 efg
EA0960 9 16,26 ± 1,19 c 0,000 ± 0,000 g 42,76 ± 0,10 ab 0,160 ± 0,025 bc 0,711 ± 0,091 ab
EA0498 10 21,98 ± 0,22 b 0,063 ± 0,007 efg 11,45 ± 0,20 c 0,023 ± 0,012 e 0,1273 ± 0,008 g
EA0862 11 12,34 ± 0,31 defgh 0,000 ± 0,000 g 42,23 ± 0,24 ab 0,176 ± 0,008 bc 0,43 ± 0,018 cd
EA0908 12 10,23 ± 0,14 fghij 0,000 ± 0,000 g 35,86 ± 0,20 ab 0,133 ± 0,012 cd 0,134 ± 0,023 g
EA0486 13 14,26 ± 0,05 de 0,000 ± 0,000 g 41,26 ± 0,35 ab 0,265 ± 0,018 a 0,747 ± 0,027 a
EA0974 14 8,21 ± 0,07 ghijk 0,000 ± 0,000 g 42,76 ± 0,10 ab 0,043 ± 0,023 e 0,449 ± 0,029 cd
C(+) 45,59 ± 0,66 a 0,217 ± 0,009 ab 44,71 ± 0,30 ab 0,220 ± 0,021 ab 0,49 ± 0,048 bc
C(-) 7,05 ± 0,09 jklmn 0,000 ± 0,000 g 0,000 ± 0,000 e
C.Abs 4,48 ± 0,75 lmn 0,000 ± 0,000 g 0,00 ± 0,00 d 0,000 ± 0,000 e 0,0797 ± 0,015 g
C(+)
C(-)
C.Abs
Producción de AIA 
(µg/ml) 3
Producción de 
quitinasas
agar M3
(cm de halo) 4
Disminución de la tensión 
superficial (%) 5
Producción de glucansas
agar AL
(cm halo) 6
Formación de 
biopelícula
(DO595) 7
UA567 EA1453 UA321 R86 UA321
UA321 R30 Sin control R30 Sin control
TSB+ Triptofano Agar Caldo MOLP Agar Caldo Biofilm
1 
Los intervalos representan los errores estándar de la media. 2  Las medias de la columna que tienen la misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las 
pruebas de rangos múltiples de Tukey1. ³ Pruebas de producción de AIA con dos réplicas por tratamiento. 4 Producción de quitinasas en agar M3 con tres réplicas por 
tratamiento. 5 Evaluación de la disminución en la tensión superficial del medio MOLP con dos réplicas por tratamiento. 6 Producción de glucanasas en agar laminarina  
con tres réplicas por tratamiento. 7 Evaluación de formación de bio-película con dos réplicas por tratamiento y cuatro repeticiones por réplica. C(+): control positivo. 
C(-): Control negativo. C.Abs: Control Absoluto. 
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B. subtilis EA0844 se caracteriza por tener junto con la B. subtilis EA0015 de los mejores 
valores en antagonismo, tiene producción de enzimas líticas, disminuye la tensión 
superficial del medio y además produce biopelícula a diferencia de la B. subtilis EA0015. 
La B. subtilis EA0827 y B. subtilis EA0959 no son productoras de quitinasas ni glucanasas 
a pesar de su evidente y efectivo control biológico con la producción de compuestos anti 
fúngicos evidenciados en las diferentes pruebas aquí realizadas (Tabla 4). Estos 
resultados indican que estas cepas antagonistas tienen propiedades importantes que las 
convierten en potenciales ACBs de M.fijiensis y por esta razón se propone que sean las 
cepas que se evalúen en condiciones de invernadero y campo.  
Comparando los resultados de estas cuatro cepas con el control positivo utilizado se 
puede determinar que los metabolitos de estas cuatro cepas presentaron inhibiciones en  
las ascosporas sin diferencias significativas con las encontradas para B. subtilis UA321. 
En los microplatos de MOLP B. subtilis EA0959 y B. subtilis EA0015 presentaron 
inhibiciones iguales a las del control positivo y en los platos duales la cepa B. subtilis 
EA0844 fue la única que presentó mejores efectos en la inhibición que el mismo control. 
4.3 POBLACIONES DE BACTERIAS TOTALES EPÍFITAS CULTIVABLES DE 
LA FILOSFERA DE CULTIVARES DE Musa spp. 
Antes de realizar el aislamiento de BAFEs se realizó un conteo de bacterias totales 
cultivables con el fin de identificar las fuentes que generaron variabilidad en los tamaños 
de sus poblaciones en las plantaciones de plátano y banano evaluadas. Los conteos de 
estas poblaciones fueron obtenidas de muestras compuestas provenientes del ápice y la 
base de las hojas dos, cinco y diez de cultivares banano cv. Gran Enano, banano cv. 
Valery y plátano cv. Dominico. Durante este conteo se evidenciaron colonias con diversos 
morfotipos de textura rugosa y lisa; de luminosidades brillantes y opacas;  de formas 
puntiformes, circulares, filamentosas  y granulares; de elevaciones planas, convexas, 
pulvinadas y umbilicadas y de márgenes enteras, onduladas, lobuladas y dentadas. Se 
detectó un alto número de organismos pigmentados (Figura 8) como ocurre en diferentes 
estudios realizados en la filosfera (Fokkeman & Schippers 1986; Lindow & Brandl 2003; 
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Sudin & Jacobs 1999; Sundin 2002). Esta predominancia de los colores fuertes ha sido 
adjudicada a estrategias de supervivencia para tolerar los rayos UV provenientes del sol 
(Sudin & Jacobs 1999). Por el contrario, todas las BAFEs aisladas se caracterizaron por 
no presentar pigmentación. Lo que sugiere que estas bacterias tienen otros mecanismos 
diferentes a la coloración para soportar la radiación solar.  
 
Figura 8. Morfotipos de bacterias totales cultivables aisladas de cultivares de Musa spp. en el Urabá 
Antioqueño. A, banano cv. Gran Enano. B, banano cv. Valery. C, plátano cv. Dominico. Las flechas en 
B y C muestran morfotipos no pigmentados de BAFEs. 
4.3.1 Estructura de las poblaciones de bacterias epífitas cultivables totales de 
plantaciones de Musa spp. 
Durante el conteo de bacterias totales se determinaron las proporciones de bacterias 
Gram positivas con respecto a las Gram negativas, de las bacterias endófitas con 
respecto a las epífitas totales, y de las BAFEs con respecto a las totales con el fin de 
comenzar a comprender la estructura de las poblaciones de las bacterias cultivables 
epífitas en los cultivares de interés. 
La proporción de bacterias Gram positivas excedió a la de bacterias Gram negativas en 
las poblaciones de bacterias epífitas para todos los cultivares de manera similar a lo 
reportado en varios estudios de poblaciones de filosfera para cultivos de Mango (Jager, 
Wehner & Korsten 2001), soya (Sagardoy, Pérez & Gómez 2000) y maní (Sudin & Jacobs 
1999). Para los cultivares de banano cv. Gran enano, plátano cv. Dominico y banano cv. 
Valery las proporciones de Gram positivas con respecto a las bacterias totales tanto 
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epífitas como endófitas fueron en promedio de 72 ± 3, 66 ± 3 y 64 ± 3 % respectivamente. 
Estos resultados indican que más del 50% de las bacterias epífitas y endófitas para los 
cultivares de Musa spp. en estudio son Gram positivas. 
Las proporciones de las muestras de bacterias obtenidas por lavado y por macerado 
fueron diferenciadas en este estudio. Las poblaciones de bacterias totales obtenidas por 
lavado fueron en promedio de 29 ± 3, 20 ± 3 y 33 ± 4 % para los cultivares de Gran 
Enano, Dominico y Valery respectivamente, con respecto a las bacterias epífitas 
obtenidas por macerado. La maceración incrementó en 71 ± 3, 80 ± 3 y 67 ± 3% los 
tamaños de estas poblaciones para estos cultivares respectivamente comparados con los 
obtenidos por lavado. El porcentaje de bacterias obtenidos por maceración menos el 
obtenido por lavado no se debe considerar en su totalidad como el porcentaje de 
bacterias endófitas debido a que probablemente con la técnica de muestreo utilizada, 
muchas de las bacterias no fueron lavadas porque se encontraban fuertemente adheridas 
a las hojas o resguardadas en lugares como tricomas y dobleces de la hoja. Estos lugares 
pueden proteger a las bacterias del lavado con surfactantes y la agitación del ultrasonido. 
Esto sugiere que el incremento de tamaño poblacional con la maceración es producto 
probablemente de bacterias endófitas y bacterias fuertemente adheridas a la hoja.  
4.3.2 Variabilidad en los tamaños de poblaciones de bacterias epífitas cultivables 
totales, formadoras de endospora y antagonistas de Mycosphaerella fijiensis 
de la filosfera de cultivares de Musa spp. 
Para realizar el análisis de varianza se utilizó una transformación logarítmica para los 
datos debido a que los tamaños de las poblaciones de las bacterias totales y de las 
BAFEs cultivables fueron descritos por una distribución log-normal como frecuentemente 
ha sido encontrado para poblaciones de este tipo (Hirano et al. 1982; Ishimaru, Eskridge & 
Vidaver 1991). Los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas totales y BAFEs 
cultivables de los diferentes cultivares de Musa spp. muestreados en diferentes hojas y 
zonas de la hoja, presentaron altos niveles de variabilidad. Se evaluaron tamaños de 
bacterias totales cultivables entre 1,25 X 103 y 9,64 X 105 UFC por gramo de peso fresco 
de hoja (UFC/g (fw)) y de BAFEs entre 3,92 X 102 hasta 8,67 x 104 UFC/g (fw).  
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Los factores físicos ambientales suelen tener gran influencia sobre los tamaños de las 
poblaciones epífitas, por esta razón, antes de realizar los análisis de varianza para los 
tamaños de dichas poblaciones se evaluó si las condiciones ambientales promedio para 
cada mes presentadas en los meses de muestreo afectaron significativamente la 
población de bacterias cultivables. Este análisis arrojó que los cambios de ninguno de los 
factores ambientales durante el muestreo (radiación solar (p=0,835), precipitación 
(p=0,801), temperatura (p=0,850), humedad relativa (p=0,948) y velocidad del viento 
(p=0,988)) generaron efectos significativos en las poblaciones de bacterias epífitas totales 
cultivables para un 5  *0. Este es un resultado válido que evidencia que los cambios 
mensuales promedios de las condiciones ambientales en el campo no generaron efectos 
en los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas en estudio, sin embargo, es de 
vital importancia entender que estas condiciones ambientales pueden cambiar en escalas 
de tiempo cortas y posiblemente cambios diarios o quizás horarios si generen efectos en 
la variabilidad de las poblaciones de bacterias epífitas como es reportado en varios 
estudios de la filosfera (O´Brien & Lindow 1989; Collins, Jacobsen & Maxwell 2003; Jager, 
Wehner & Korsten 2001).  
Los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas totales y BAFEs cultivables  son 
diferentes para los diferentes cultivares comparadas en términos del log UFC+1/g (fw) 
(Gráfico 9). Los recuentos de bacterias totales en plátano cv. Dominico (4,62 ± 0,06) 
fueron los mayores seguidos de los de banano cv. Gran Enano (4,31 ± 0,06) y banano cv. 
Valery (4,12 ± 0,05). Para las de BAFEs, los mayores tamaños de éstas poblaciones se 
evidenciaron en los cultivos de plátano cv.  Dominico (4,06 ± 0,07) y banano cv. Gran 
Enano (3,95 ±0,08) seguidos de los de las poblaciones del banano cv. Valery (3,63 ± 
0,07).  
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Gráfico 9. Tamaños de las poblaciones de bacterias totales (A) y BAFEs (B) cultivables (log UFC+1/g 
(fw)) aisladas de diferentes cultivares de Musa spp. Los intervalos  representan los errores estándar de 
la media. Las medias de la barras con la misma letra no difieren estadísticamente (p=0,05) por las 
pruebas de rangos múltiples de Tukey.  
La posición de la hoja tuvo una influencia significativa en los tamaños de las poblaciones 
de bacterias totales y BAFEs cultivables para el cultivar Gran enano (Gráfico 10), donde  
los tamaños de ambas poblaciones comparadas en términos del log UFC+1/g (fw) fueron 
mayores en las hojas número 2 y 10 que en la hoja número 5. Para los cultivos de plátano 
cv. Dominico y banano cv. Valery no hubo diferencias significativas entre los tamaños de 
las poblaciones totales y de BAFEs cultivables en función de la posición de la hoja (Tabla 
10 del anexo 3.  
  
Gráfico 10. Tamaños de las poblaciones de bacterias totales (A) y BAFEs (B) cultivables (log UFC+1/g 
(fw)) aisladas de las hojas número 2, 5 y 10 del cultivo de banano cv. Gran Enano. Los intervalos  
representan los errores estándar de la media. Las medias de la barras con la misma letra no difieren 
estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey. 
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La zona de la hoja generó cambios en las medias de los tamaños de las poblaciones 
totales y BAFEs cultivables. Sin embargo, este efecto tuvo una influencia 
estadísticamente significativos sólo en algunas hojas de ciertos cultivares  como lo 
muestra la tabla 5. 
Tabla 5. Variación en los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y las formadoras de 
endospora cultivables de los ápices y bases dentro de las hojas de los diferentes cultivares.  
1  Los intervalos representan los errores estándar de la media. 2 Las medias de la columna que tienen la misma letra 
dentro de cada número de hoja de cada cultivar no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos 
múltiples de Tukey. 
 
Fuentes de variación 
Tamaños de las poblaciones de bacterias  (log UFC+1/ g(wf)) 
Bacterias Totales BAFEs 
Banano 
Gran 
Enano 
2 
Ápice 4,43 ± 0,071 a2 4,16 ± 0,09 a 
Base 4,54 ± 0,18 a 4,12 ± 0,25 a 
 
5 
Ápice 3,91 ± 0,06 a 3,66 ± 0,04 a 
Base 3,94 ± 0,10 a 3,42 ± 0,17 b 
 
10 
Ápice 4,72 ± 0,08 a 4,16 ± 0,22 a  
Base 4,45 ± 0,15 b 4,25 ± 0,13 a 
 
Banano 
Valery 
2 
Ápice 4,13 ± 0,19 a 3,76 ± 0,19 a 
Base 4,07 ± 0,13 a 3,32 ± 0,19 b 
 
5 
Ápice 4,31 ± 0,07 a 3,86 ± 0,14 a 
Base 3,87 ± 0,10 b 3,47 ± 0,09 b 
 
10 
Ápice 4,18 ± 0,04 a 3,83 ± 0,20 a 
Base 4,20 ± 0,08 a 3,58 ± 0,29 a 
 
Plátano 
Dominico 
2 
Ápice 4,73 ± 0,15 a 4,00 ± 0,29 a 
Base 4,73 ± 0,22 a 3,95 ± 0,09 a 
 
5 
Ápice 4,62 ± 0,07 a 4,20 ± 0,12 a 
Base 4,58 ± 0,13 a 3,97 ± 0,14 a 
 
10 
Ápice 4,62 ± 0,16 a 3,97 ± 0,22 a 
Base 4,53 ± 0,08 a 4,23 ± 0,10 a 
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Estos resultados indican que los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas totales 
y BAFEs cultivables pueden ser afectados por el cultivar, el número de hoja y la zona de 
la hoja y sugieren que cada uno de estos factores podría generar microambientes 
diferentes que son los que alteran los tamaños de estas poblaciones. Todo esto se 
analiza teniendo en cuenta que los cultivares se encontraban en la misma zona, con las 
mismas condiciones ambientales y con los mismo manejos agronómicos. 
Para la identificación de las fuentes que generaron variabilidad significativa en las 
poblaciones de bacterias cultivables totales y BAFEs en cada uno de los cultivares, se 
utilizó un diseño anidado de efectos mixtos. Este diseño tiene la ventaja de que reparte la 
varianza en los diferentes niveles anidados y permite identificar los factores que generan 
variabilidad significativa en la variable respuesta (tamaños de las poblaciones en estudio).  
Se encontró que las fuentes que aportan variabilidad significativa fueron diferentes para 
cada uno de los cultivares (Tabla 6). El número de hoja y la zona de la hoja fueron los 
factores que tuvieron efectos significativos en la variabilidad de los tamaños de las 
poblaciones de las bacterias totales y BAFEs cultivables de los dos cultivos de banano. 
Para el caso del plátano sólo la variabilidad de la zona de las hojas explicó 
significativamente la variabilidad de los tamaños de ambas poblaciones. Con estos 
resultados se sugiere que para muestreos de poblaciones epífitas totales y BAFEs 
cultivables en cultivares de banano Valery o Gran Enano, se utilicen diseños de 
muestreos aleatorios estratificados, en los cuales deben existir mayores muestreos entre 
las diferentes hojas y entre sus diferentes zonas dentro una misma planta que mayor 
cantidad de muestreos entre las plantas debido a que para una misma planta de un 
mismo cultivar, la posición de la hoja aporta fuertemente a la variabilidad de los tamaños 
de las poblaciones de este tipo de bacterias. Para el caso del plátano, los muestreos 
deben enfocarse en obtener un gran número de muestras en diferentes zonas de las 
hojas sin necesidad de tener muchas muestras de diferentes hojas o de diferentes 
plantas. 
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Tabla 6. Fuentes de variabilidad en los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y de 
las formadoras de endospora cultivables provenientes de diferentes cultivares de Musa spp. 
en el Urabá Antioqueño. 
Fuentes 
aleatorias 
Aporte a la explicación de los datos (%) 
Gran Enano Valery Plátano 
Totales BAFEs Totales BAFEs Totales BAFEs 
Planta 00,00 ± 0,001 00,00 ± 0,00 00,00 ± 0,00 00,00 ± 0,00 13,41 ± 0,17 07,82 ± 0,14 
Hoja 70,72 ± 0,40* 45,99 ± 0,42* 55,27 ± 0,31* 29,06 ± 0,31* 00,00 ± 0,00 09,45 ± 0,15 
Zona de 
hoja 28,88 ± 0,27* 53,75 ± 0,46* 44,25 ± 0,28* 70,68 ± 0,48* 86,01 ± 0,42* 82,25 ± 0,43* 
Error 00,40 ± 0,03 00,26 ± 0,03 00,48 ± 0,03 00,25 ± 0,03 00,58 ± 0,03 00,48 ± 0,03 
 
1 Los intervalos representan los errores estándar de la media. * Fuentes que explican significativamente la 
variabilidad de los datos (6  7* 78) 
 
Adicionalmente se encontró que los niveles de variabilidad de los tamaños de las 
poblaciones de BAFEs entre los cultivares, entre las hojas dentro de un mismo cultivar y 
entre las zonas dentro de las hojas anidadas en los cultivares siempre fue mayor que los 
niveles de variabilidad de las bacterias totales cultivables tabla 11 del anexo 3. Este 
resultado muestra que los cultivares, las hojas y las zonas de las hojas afectan más a los 
tamaños de las comunidades de las BAFEs que a los tamaños de las bacterias totales. 
Los niveles de variabilidad de los tamaños de las poblaciones de bacterias totales 
cultivables entre los cultivares no estuvieron positivamente correlacionados con los 
niveles de variabilidad de las poblaciones de las BAFEs entre los mismos cultivares 
(Coeficiente de Pearson=0,740; p=0,469; 5 0,05). Con estos resultados se puede inferir 
que  la estimación de la variabilidad de las poblaciones totales no fue predictiva para 
determinar la variabilidad de los tamaños de las poblaciones de BAFEs en los diferentes 
cultivares. 
4.3.2.1 Variación de las bacterias aeróbicas formadoras de endospora 
antagonistas cultivables de plantaciones de Musa spp. 
Las bacterias seleccionadas como antagonistas fueron detectadas en todos los cultivares, 
en todas las hojas y en todas las zonas de la hoja. Las proporciones de estas bacterias 
fueron de 8 ± 3, 6 ± 3 y 6 ± 3% con respecto al total de las bacterias aisladas para los 
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cultivares de Gran Enano, Dominico y Valery, respectivamente. No hubo diferencias 
significativas en las medias de la cantidad de antagonistas para los diferentes cultivos, ni 
se encontraron fuentes que explicaran significativamente la variabilidad del tamaño de las 
poblaciones de estas BAFEs antagonistas o de sus porcentajes de inhibición. Con estos 
resultados se puede inferir que los cambios en las cantidades de antagonistas presentes 
en las hojas no están definidos por los factores de donde se aislaron las bacterias.  
Para verificar si los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y BAFEs epífitas 
cultivables obtenidas en los muestreos estaban relacionadas con los tamaños de las 
bacterias antagonistas, se evaluaron correlaciones entre estos dos parámetros para las 
diferentes muestras. Se encontró que para ambos tipos de poblaciones las correlaciones 
fueron significativas con índices de Pearson de 0,743 (valor p = 0,000, 5=0,05) para el 
caso de las bacterias totales cultivables y 0,538 (valor p = 0,000, 5=0,05) para el caso de 
las BAFEs. Este resultado indica, como es de esperar, que las muestras que tuvieron 
mayores poblaciones de bacterias totales cultivables (Gráfico 11A) y mayor cantidad de 
BAFEs (Gráfico 11B) fueron las que tuvieron mayor cantidad de bacterias de 
antagonistas.  
 
Gráfico 11. Correlación entre los tamaños de BAFEs con potencial antagonista y: (A) las bacterias 
totales aisladas y  (B) las BAFEs totales aisladas. Las letras corresponden a los cultivares G: Gran 
enano; V: Valery y D: Dominico. Los colores corresponden al número de la hoja. 
Esto indica que para obtener mayor cantidad de bacterias antagonistas contra M.fijiensis 
en muestreos de la filosfera para este tipo de cultivares, se requieren muestreos de gran 
volumen o muestreos en cultivares donde los tamaños de las poblaciones de bacterias 
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cultivables sean mayores, más que muestreos estratificados entre diferentes cultivares, 
hojas o sus zonas, debido a que la distribución de las antagonistas no está definida por la 
zona de la hoja, ni el número de hoja, ni el cultivar de donde se aísle la BAFE. Según lo 
encontrado y observando en los resultados de la (Gráfico 11), se puede sugerir que existe 
mayor probabilidad de encontrar bacterias antagonistas en los cultivares de plátano cv. 
Dominico y banano cv. Gran Enano donde los tamaños de las poblaciones totales y 
BAFEs cultivables son estadísticamente mayores que las de los cultivares de banano cv. 
Valery. 
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5 DISCUSIÓN 
 
La búsqueda de candidatos para ser agentes de control biológico en un mundo mega 
diverso de microorganismos y ambientes es laborioso. Las comunidades de las hojas son 
muy diversas, abundantes y variables y es por eso que para lograr comprender 
fenómenos relacionados con enfermedades foliares, es necesario realizar estudios sobre 
la distribución y estructura de las comunidades allí presentes. Las bacterias aeróbicas 
formadoras de endosporas se han encontrado en todos los sistemas agronómicos y se ha 
demostrado que pueden contribuir a mejorar la productividad de los cultivos. Por esta 
razón en este estudio se estudió factores de variabilidad en las poblaciones de bacterias 
totales epífitas totales y BAFEs de las filosfera de cultivares de Musa spp. donde la 
Sigatoka negra afecta la productividad de los cultivos de plátano y banano. 
El presente estudio  encontró que la filosfera de diversos cultivares de Musa spp. contiene 
tamaños entre 103 y 105 (UFC/g (fw)) de poblaciones de bacterias totales cultivables que 
varían dependiendo de varios factores ambientales, microbiológicos y relacionado con la 
planta. Aunque las bacterias  cultivables representen sólo entre el 1 y el 3% del total de 
bacterias presente en una comunidad o nicho determinado (Wanger et al. 1993), este 
trabajo sólo involucró este tipo de organismos ya que el objetivo era seleccionar BAFEs 
con potencial para ser comercializables como ACBs. Se encontró que no sólo los tamaños 
de las poblaciones de bacterias totales sino también los de las BAFEs tuvieron una alta 
variabilidad para plantas de los cultivares de banano Gran Enano, banano Valery y 
plátano Dominico, para las hojas 2, 5 y 10 de la planta, así como también para el ápice y 
la base dentro de la hoja.   
Esta variabilidad ha sido también reportada en muchos otros estudios de ecología epífita y 
no sólo ha sido relacionada con los factores estudiados en este trabajo, sino también por 
factores ambientales, ecológicos, de manejo agronómico, temporales y espaciales 
(O´Brien & Lindow 1989; Jager, Wehner & Korsten 2001; Collins, Jacobsen & Maxwell 
2003; McSpadden 2004; Yang et al. 2000; Whipps et al. 2007; Lindow & Brandl 2003; 
Karamanoli et al. 2005; Kinkel, Wilson & Lindow 2000). En estudios previos de la filosfera 
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de cultivos de banano y plátano en el Urabá Antioqueño, Gonzales y colaboradores 
(1996) encontraron que para obtener colonias separadas de bacterias epífitas externas 
realizaron diluciones entre 100 y 10-1, mientras que Osorio y colaboradores (2004) 
encontraron que la población epífita externa se pudo obtener con diluciones seriadas de 
10-3. Estos valores comparados con los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas 
externas logradas en este trabajo (102 - 104  UFC/g (fw)) fueron menores. Un aspecto 
fundamental que podría soportar esta diferencia en los tamaños de las poblaciones es la 
técnica de aislamiento utilizada. En los estudios previos a este, se utilizó sólo un lavado 
con buffer de fosfato sobre la hoja de la planta en el campo, mientras que para esta 
investigación se utilizaron surfactantes, agitación en shaker y ultrasonido con el fin de 
lograr una mayor liberación de las bacterias de la hoja. Adicionalmente, en este trabajo se 
utilizó la técnica de maceración de las hojas que incrementó en un 70% la población de 
bacterias epífitas y permitió involucrar en los aislamientos no sólo las bacterias endófitas 
sino también aquellas fuertemente adheridas a la hoja. Este mismo incremento fue 
logrado en el estudio realizado por O´Brien y Lindow (1989) quienes aislaron P. syringae 
de la filosfera de varias especies de plantas y encontraron que un mayor número de 
células eran recuperadas al macerar las hojas.  
La variabilidad en los tamaños y en las estructuras de las poblaciones de 
microorganismos en la filosfera de diferentes especies y diferentes cultivares de la misma 
se ha determinado en otros estudios (Adams & Kloepper 2000; Hirano, Baker & Upper 
1996; Kinkel, Wilson & Lindow 1995; O´Brien & Lindow 1989). Esta variabilidad se le 
atribuye a la edad y las características fenotípicas de la planta, que definen los recursos 
endógenos (exudados de la hoja) y el microclima alrededor de la hoja y que finalmente, 
controlan el crecimiento microbiano en la filosfera (Kinkel, Wilson & Lindow 2000). Las 
diferencias en los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y BAFEs cultivables 
encontradas para esta investigación indican que biológicamente las hojas de los cultivares 
de plátano pueden tener mayor disponibilidad de recursos y generar un microambiente 
más apto para albergar mayor cantidad de microorganismos que las de banano.  
La variabilidad encontrada entre las hojas, ratifica lo presentado por Kinkel y sus 
colaboradores (2000), donde explican que plantas verticales como es el caso del plátano 
y banano, tienden a tener alta variabilidad entre las hojas en el tamaño de las poblaciones 
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totales de microorganismos epífitos cultivables, mientras que en plantas pequeñas, las 
cuales crecen más cerca del suelo tienden a tener una variabilidad menor entre las hojas 
de una misma planta. Esta variabilidad puede ser explicada por lo que expone Burrage en 
su trabajo (1976) donde dice que las hojas que se encuentran cercanas a la superficie 
parecen tener condiciones físicas mas uniformes y unos altos rangos de humedad relativa 
comparados con las hojas que están localizadas en niveles superiores. Jacques y 
colaboradores (1995) concluyeron en su estudio que las condiciones fisiológicas de las 
hojas, sus condiciones micro-ambientales y la accesibilidad de las bacterias inmigrantes a 
este ambiente son aspectos importantes que explican variabilidad en los tamaños de las 
poblaciones totales de bacterias cultivables de la hoja. Otra explicación coherente es la 
edad de la hoja, en estudios anteriores se ha encontrado que en hojas viejas se 
evidencian mayores poblaciones que en hojas nuevas debido a las diferencias que 
existen entre ellas en: la exudación de nutrientes, las diferencias micro-climatológicas y el 
tiempo de colonización que lleve la hoja (Tukey 1966), (Wilson & Lindow 1994), (Weller & 
Saettler 1980).  
La variabilidad entre la misma hoja también ha sido evidenciada en investigaciones donde 
utilizan improntas de hojas en agar que han mostrado que las bacterias no se encuentran 
en patrones uniformes dentro de la hoja (Leben 1988), debido a que existen sitios de alta 
colonización como los tricomas, estomas y ranuras a lo largo de las venas (Yadav, 
Karamanoli & Vokou 2005). Utilizando estos hallazgos se podría sugerir que la 
variabilidad de los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y BAFEs cultivables en 
los cultivares de plátano y banano de esta investigación, se deben no sólo por las 
diferencias que puedan presentar el ápice y la base con respecto a la cantidad de este 
tipo de estructuras (tricomas, venas, estomas, etc.), sino también por el grado de 
protección que podría generar la base de la hoja para los microorganismos con respecto 
al ápice. El ápice al encontrarse menos protegido, podría generar un microambiente más 
expuesto a cambios ambientales bruscos que podría disminuir las poblaciones 
microbianas de esta zona de la hoja, pero de la misma forma, en esta zona podría existir 
una mayor probabilidad de colonización de microorganismos nuevos presentes en el aire.  
La identificación de las fuentes de variación conllevó a sugerir técnicas para obtener 
muestras representativas de las poblaciones de bacterias epífitas cultivables de cultivares 
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de Musa spp. en el Urabá Antioqueño. Sin embargo los datos presentados en este estudio 
no permitieron predecir las variaciones de las BAFEs cultivables a partir de las variaciones 
de las bacterias totales cultivables. Inesperadamente, se encontró que las fuentes 
evaluadas generaron menor variabilidad en las poblaciones de bacterias totales que en 
las BAFEs (Tabla 5). Se esperaba que las BAFEs tuvieran una menor variabilidad por su 
capacidad para tolerar condiciones adversas. Este evento que podría indicar que existen 
comunidades más susceptibles a los cambios en los factores evaluados que otras, y 
sugiere que las recomendaciones para los muestreos entregados en este trabajo no 
deben ser aplicados indiscriminadamente para comunidades diferentes a las estudiadas. 
Las proporciones de bacterias Gram (+), endófitas y BAFEs encontradas en esta 
investigación permitieron generar una visión general de la estructura de las comunidades 
de la filosfera de la población de cultivares de Musa spp. evaluados. Porcentajes de 
BAFEs cultivables encontradas mayores del 40% con respecto a las bacterias cultivables 
totales indican la abundancia de este grupo de bacterias en la filosfera de cultivares de 
Musa spp. y ratifican que estas se encuentran de una forma omnipresente y abundante en 
los sistemas agrícolas (McSpadden 2004). Sudin y Jacobs (1999) encontraron en su 
estudio ecológico de las hojas de maní que aislamientos de especies de Bacillus 
correspondían a un 35,7% de las bacterias cultivables totales.  
Numerosas cepas del género Bacillus y Paenobacillus dentro del grupo de las BAFEs 
expresan actividades que inhiben el crecimiento de patógenos, que controlan las 
enfermedades que estos producen o que en otros casos promueven el crecimiento de la 
planta (McSpadden 2004; Bais, Fall & Vivanco 2004; Romero et al. 2004). El potencial 
que presentan las BAFEs como ACBs se ha enfocado en su capacidad de producir 
compuestos antifúngicos contra muchos patógenos (Han-Soo et al. 2003) y esto se 
evidenció con los resultados obtenidos de las pruebas que se realizaron para seleccionar 
ACBs  contra M. fijiensis. De las 624 aislados de BAFEs provenientes de los cultivares de 
banano y plátano utilizadas para el tamizaje inicial el 69% de éstas redujo el crecimiento 
del micelio de M. fijiensis en más de un 10% a nivel in vitro  y el 14% en más de un 85%. 
En este grupo de antagonistas se encontraron B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium, B. 
cereus, B. altitudinis, B. thuringiensis, P. pasadenensis, muchas de éstas reportadas 
como abundantes habitantes de la filosfera de los sistemas agrícolas (McSpadden 2004; 
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Jager, Wehner & Korsten 2001) y como cepas que suprimen enfermedades o patógenos  
o que promueven el crecimiento de la planta (McSpadden 2004; Foldes et al. 2000; Shoda 
2000).  
La mayoría de los ACBs son seleccionados en condiciones in vitro y las pruebas utilizadas 
en este trabajo permitieron concluir que las bacterias seleccionadas como antagonistas al 
ser cultivadas en medios líquidos produjeron metabolitos que inhibieron el crecimiento del 
hongo sugiriendo que el mecanismo utilizado para atacar el patógeno fue el comúnmente 
conocido como antibiosis. Diferentes especies del género Bacillus son considerados como 
fuertes productores de moléculas biológicamente activas que inhiben el crecimiento de 
patógenos (Bais, Fall & Vivanco 2004; Leclére, Marti & Béchet 2006; Ongena & Jacques 
2008).  Por ejemplo, los lipopéptidos de las familias de las surfactinas, las iturinas y las 
fengicinas ocasionan daños en las membranas celulares de los fitopatógenos, ocasionado 
vacuolización como se observó en las fotografías donde creció el hongo con los extractos 
libres de bacterias antagonistas (Figura 5; Figura 6). Esto sugiere que algunas de las 
cepas seleccionadas como antagonistas, la mayoría del género Bacillus, puedan producir 
lipopéptidos que actúen en la inhibición del crecimiento del micelio afectando su 
membrana. 
En el control biológico, la colonización de la filosfera es requerida para que los 
microorganismos influencien la salud de la planta o actúen contra el patógeno y es por 
eso, que en muchos estudios que buscan inoculantes bacterianos como ACBs incluyen el 
análisis de la colonización y supervivencia del microorganismo en la hoja (McSpadden 
2004). En este trabajo se evaluaron ciertas características in vitro que le podrían conferir 
ventajas adaptativas a los ACBs para colonizar la hoja. Se ha encontrado que la 
disminución de la tensión superficial del medio, lo cual fue evidenciado para todos los 
aislamientos antagonistas, sugiere la producción de biosurfactantes. La producción de 
biosurfactantes en la hoja ha sido reportado como una estrategia de supervivencia en este 
ambiente hostil ya que podría aumentar la humectabilidad de las hojas mejorando la 
disponibilidad de agua para los microorganismos y la solubilización y difusión de 
nutrientes en la hoja (Bunster, Fokkema & Schippers 1989; Bais, Fall & Vivanco 2004; 
Lindow & Brandl 2003). Otro mecanismo adaptativo para soportar la radiación UV se 
observó de una forma muy descriptiva en este trabajo, cuando se evidenció que la 
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mayoría de las bacterias totales epífitas cultivables no formadoras de endospora 
presentaron fuertes pigmentaciones. Los colores fuertes son importantes en la 
colonización de este hábitat ya que esta característica les provee protección de las 
longitudes de onda UVA provenientes de los rayos solares (Sudin & Jacobs 1999; Jacobs, 
Carroll & Sudin 2005). Las producciones de AIA encontradas para la mayoría de las cepas 
categorizadas como antagonistas y aisladas de la filosfera de los cultivos de Musa spp. 
demostraron que las BAFEs evaluadas produjeron AIA entre 5 y 20 μL/mL, característica 
frecuentemente encontrada en las bacterias epífitas  y divulgada en varios estudios de 
poblaciones en el filoplano (Beattie & Lindow 1999; Whipps et al. 2007; Brandl & Lindow 
1998). La producción de AIA altera la pared celular de las células vegetales y estimula la 
liberación de azúcares de la pared celular (Fry 1989; Goldberg 1980). Brandl y Lindow 
(1998) demostraron que la producción de AIA puede generar una ventaja adaptativa para 
colonizar en un estudio donde encontraron que la mutante de Erwinia herbicola 299R no 
productora de AIA, fue menos competitiva que la cepa silvestre para colonizar hojas de 
frijol y flores de pera. Es interesante encontrar que muchas de las características definidas 
como estrategias para la supervivencia de las bacterias epífitas en el filoplano son 
expresadas en condiciones in vitro por las bacterias epífitas aisladas para este estudio. 
La aleatoriedad de la distribución de las bacterias seleccionadas como antagonistas y la 
relación directa encontrada entre los tamaños de antagonistas y los tamaños de las 
poblaciones totales permitió sugerir muestreos para la búsqueda de nuevos antagonistas 
en lugares donde las poblaciones de bacterias totales sean mayores eliminando la 
posibilidad de tener que hacer muestreos estratificados que pueden llevar más tiempo que 
los completamente aleatorios. Sin embargo teniendo en cuenta lo encontrado con las 
correlaciones del gráfico 11,  se recomienda realizar muestreos de población de 
antagonistas en los cultivares de Gran enano y plátano donde los tamaños de poblaciones 
de BAFEs son mayores por lo menos en las condiciones presentes durante el muestreo. 
En la búsqueda de ACBs para combatir la Sigatoka negra y teniendo en cuenta que la 
antibiosis ha sido considerada como una estrategia eficiente de control biológico 
comparada con las demás debido a su potencial para atacar el hongo en sus etapas 
tempranas, en el tamizaje inicial se utilizó la técnica de microplatos para determinar los 
efectos que generan los metabolitos producidos por las BAFEs aisladas contra M.fijiensis. 
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En estas pruebas se encontraron B. subtilis, B. cereus, B. pumilus y B. altitudinis con 
capacidad de producir compuestos metabólicos que inhibieron el crecimiento del micelio 
del hongo en medio líquido. Riveros y colaboradores (2003)  y habían encontrado que los 
extractos de cepas de B. cereus generaban inhibición en el crecimiento de M. fijiensis,  sin 
embargo su caracterización como microorganismos riesgoso para los humanos o 
animales lo elimina de ser seleccionado como ACB. Sin embargo es interesante resaltar 
que especies como B. pumilus y B. altitudinis presentaron antagonismos contra M. 
fijiensis, evento que no había sido divulgado en investigaciones previas a esta. 
Siguiendo con procesos avanzados en la búsqueda de ACBs se implementaron técnicas 
in vitro más estructuradas que representaban mejor la posible interacción entre las BAFEs 
y el patógeno en condiciones in vivo. Se encontraron BAFEs con potencial para producir 
metabolitos que inhibieron el crecimiento del micelio sólido y la germinación de las 
esporas del hongo en tejido vivo de la hoja.  La mayoría de los extractos de las bacterias 
que inhibieron el crecimiento del micelio también inhibieron la germinación de las 
ascosporas, pero no necesariamente presentaron halos que indicaran una posible 
producción de quitinasas o glucanasas. Esto conlleva a pensar que en muchos de los 
trabajos anteriormente realizados (Patiño et al. 2005; Salazar 2005) para la búsqueda de 
ACBs del hongo M. fijiensis en el Urabá Antioqueño y Costa Rica, los cuales centraron la 
selección de ACBs basados en propiedades glucanolíticas y quitinolíticas, se estaban 
ignorando bacterias con potencial antagonista que utilizaban otros mecanismos de acción 
contra el hongo.  
En la búsqueda de los antagonistas con mayor potencial, se encontró que los extractos de 
las cepas B. subtilis EA0844, B. subtilis  EA0827, B. subtilis EA0015, B. subtilis EA0959, 
fueron las que presentaron los mejores resultados de inhibición micelial del hongo y las 
ascosporas a nivel in vitro. Todas fueron caracterizadas como cepas del género Bacillus 
las cuales destinan de un 4 - 5% de su genoma a la producción de compuestos 
antibióticos (Stein 2005) y muchos de ellos producidos de manera no ribosómica con 
NPRS (de sus siglas en ingles “non-ribosomal peptide synthetases”), con lo que podrían 
producirse grandes cantidades de compuestos bioactivos (Ongena & Jacques 2008). 
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Es importante resaltar que las cepas fueron aisladas de campo con aplicación a 
fungicidas, lo que podría representar una ventaja de los microorganismos ya que 
posiblemente están adaptados para soportar las concentraciones de fungicidas aplicadas 
en los cultivos y pueden ser potenciales para utilizar en programas de manejo integrado 
(control biológico y fungicidas). Sin embargo, es necesario evaluar la compatibilidad de las 
cepas seleccionadas con los fungicidas utilizados antes de realizar montajes en 
invernadero y campo. Todas las BAFEs altamente potenciales fueron productoras de AIA 
en cantidades entre 5-20 μg/mL y disminuyeron la tensión superficial de los medios donde 
fueron inoculadas sugiriendo una producción de surfactantes, capacidades que como se 
dijo anteriormente,  se convierten en ventajas adaptativas con respecto a las bacterias 
que no las tienen para establecerse y colonizar con mayor éxito la filosfera de las plantas.  
La presencia de biopelículas en diferentes partes de las plantas terrestres ha sido 
estudiada en la filosfera por Morris, Monier & Jacques (1998); por Gal et al. (2003) para 
cepas de P. syringae y por Hamon & Lazazzera para cepas de B. subtilis (2001) y  ha sido 
identificada como una capacidad de la mayoría de las bacterias de la filosfera como 
estrategia de colonización (Bais, Fall & Vivanco 2004). En este estudio se evaluó esta 
propiedad estimando la capacidad de las bacterias para adherirse a superficies abióticas 
en un período de tiempo de 72 horas. Este es un acercamiento interesante, sin embargo 
puede no representar acertadamente lo que  ocurre en la hoja por las diferencias entre las 
composiciones de ésta y las de la superficie abiótica utilizada en el ensayo. Por esto, para 
tener un mayor acercamiento a la formación de biopelícula se recomiendan estudios de 
este tipo en los tejidos vivos de la planta. Como era de esperarse, en este estudio se 
encontró que la mayoría de las bacterias antagonistas aisladas de la filosfera presentaron 
capacidad para formar biopelícula sobre una superficie abiótica (Tabla 4, Gráfico 7). Esta 
capacidad se ha relacionado con la resistencia al estrés en la filosfera pues la presencia 
de agregados provee a las bacterias la habilidad de colonizar, sobrevivir y modificar este 
ambiente (Lindow & Brandl 2003; Whipps et al. 2007). Los agregados pueden proteger las 
bacterias de los rayos UV, de los depredadores y de bactericidas que lleguen allí. Sin 
embargo es importante aclarar que la formación de biopelícula no es exclusiva de una 
sóla especie de bacterias, es decir en la hojas se encuentran agregados que involucran 
diversas especies y géneros epífitos. Las cepas que no mostraron esta capacidad puede 
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que en campo se adhiera a la superficie biótica de la hoja, puede que logre sobrevivir allí 
haciendo parte de los agregados que involucren matrices generadas por otras bacterias o 
simplemente en dichas condiciones exprese características adherentes. 
Finalmente, teniendo en cuenta las pruebas de antagonismo y las identificaciones  de los 
aislados y además, las características que pueden traerle ventajas a la cepa para 
colonizar la filosfera y sobrevivir allí, el B. subtilis EA0015,  B. subtilis EA0827, B. subtilis 
EA0959 y B. subtilis EA0844 fueron las cepas que mostraron los mejores resultados y son 
las que mayor potencial tienen como ACBs de M. fijiensis en la filosfera de cultivares de 
plátano y banano. Su modo de acción a nivel in vitro es la antibiosis generada por 
moléculas biológicamente activas que hipotéticamente pueden ser de tipo lipopéptido 
teniendo en cuenta la capacidad de estas bacterias para producir compuestos de tipo 
surfactante y compuestos que alteren la integridad de las membranas del micelio y las 
ascosporas. Existe aún mucho camino por recorrer y es necesario profundizar  sobre los 
factores que determinan el éxito en el control biológico y la colonización de estas cepas 
en campo. Las pruebas de laboratorio no son una garantía de que las BAFEs 
antagonistas produzcan los compuestos antibióticos o expresen las características de 
colonización al llegar a la filosfera. Algunas investigaciones han reportado la producción 
de estos compuestos en la naturaleza, por ejemplo Bais et al. (2004) demostraron la 
producción in vivo de surfactina por cepas de B. subtilis, lipopéptido que relacionan con su 
para proteger la planta que coloniza en las raíces. Brandl y Lindow (1998) encontraron 
producción de AIA en la filosfera E. herbicola en un estudio donde evaluaron la 
contribución del AIA en la colonización epífita de  esta cepa. Sin embargo para verificar la 
producción de estos compuestos para el caso de estas BAFEs es fundamental 
complementar este estudio con pruebas que verifiquen estas hipótesis in vivo con pruebas 
de invernadero y campo. 
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6 CONCLUSIONES 
 
Los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas cultivables totales y formadoras de 
endospora de los cultivares de Musa spp. evaluados en el Urabá Antioqueño presentan 
una alta variabilidad que es afectada significativamente por el tipo de cultivar, el número 
de hoja para los cultivares de banano y las zonas de las hojas para los cultivares de 
banano y plátano.  
Las poblaciones de bacterias epífitas cultivables totales y formadoras de endospora 
medidas como el log UFC+1de bacterias totales/g (fw), son mayores en los cultivares de 
plátano cv. Dominico que en los de banano cv. Gran Enano y cv. Valery. 
Los tamaños de las poblaciones de bacterias epífitas cultivables totales y formadoras de 
endospora comparadas en términos del log UFC+1/g (fw) fueron diferentes sólo para 
cultivar Gran enano donde las poblaciones fueron mayores en las hojas número 2 y 10 
que en la hoja número 5.  
El 5% de la colección de BAFEs, la mayoría (95%) del género Bacillus, generaron 
porcentajes de inhibición en el crecimiento del micelio mayores al 85% durante la prueba 
inicial de selección de aislados antagonistas 
En la filosfera de cultivares de Musa spp. del Urabá Antioqueño se encuentran BAFEs con 
capacidad para producir compuestos antimicrobianos que inhiben la germinación de las 
ascosporas y el crecimiento del micelio de M. fijiensis en condiciones in vitro. 
B. subtilis y B. cereus provenientes de la filosfera de cultivares de plátano y banano del 
Urabá Antioqueño son especies que tienen potencial para producir compuestos 
antimicrobianos en condiciones in vitro que inhiben el crecimiento del hongo  M. fijiensis. 
Las cepas B. subtilis EA0015,  B. subtilis EA0827, B. subtilis EA0959 y B. subtilis EA0844 
fueron seleccionadas como potenciales para el control biológico de M. fijiensis debido a 
que sus metabolitos inhibieron el crecimiento micelial del hongo y la germinación de sus 
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esporas en más de un 70% según un promedio ponderado de tres pruebas diferentes de 
antagonismo. 
Las BAFEs aisladas y seleccionadas como antagonistas no presentaron patrones 
definidos de distribución con relación al cultivar, el número de hoja y las zonas de hojas. 
Sin embargo se encontró que existe una mayor probabilidad de encontrar bacterias 
antagonistas en los cultivares de plátano cv. Dominico y banano cv. Gran Enano donde 
los tamaños de las poblaciones totales y BAFEs cultivables son estadísticamente mayores 
que las de los cultivares de banano cv. Valery. 
Todas las cepas caracterizadas como antagonistas y aisladas de la filosfera de cultivares 
de Musa spp. produjeron ácido indol acético entre 5 y 20 μL/mL, disminuyeron la tensión 
superficial del medio y formaron biopelícula sobre una superficie abiótica al ser inoculadas 
en cultivos líquidos específicos para cada prueba en condiciones in vitro.  
Las BAFEs con mejores condiciones para inhibir el crecimiento del micelio y la 
germinación de las ascosporas de M.fijiensis; no identificadas como patógenas y con 
posibles capacidades para establecerse como microbiota epífita fueron el B. subtilis 
EA0015,  B. subtilis EA0827, B. subtilis EA0959, B. subtilis EA0844 y B. subtilis EA0904. 
Los metabolitos producidos por B. subtilis EA0015,  B. subtilis EA0827, B. subtilis 
EA0959, B. subtilis EA0844 y B. subtilis EA0904 en medio MOLP, generaron alteraciones 
en la morfología del micelio y las ascoporas de M. fijiensis al estar en contacto con ellos 
durante el crecimiento y la germinación de estas estructuras. 
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7 RECOMENDACIONES 
 
Para realizar muestreos de poblaciones epífitas totales y BAFEs en plantas de cultivares 
de Musa spp. se recomienda utilizar muestreos estratificados con mayor cantidad de 
muestras entre las zonas de las hojas, y entre las hojas de una misma planta que mayor 
cantidad de muestras entre las plantas de un mismo cultivar. 
Los consorcios de bacterias pueden ser una excelente estrategia para potencializar los 
efectos del control biológico. Se recomienda realizar pruebas de inhibición entre las 
bacterias seleccionadas como antagonistas para establecer posibles consorcios que 
puedan ser formulados y evaluados a nivel de invernadero y campo. 
Antes de realizar experimentos en campo es fundamental realizarle a las cepas 
seleccionadas ensayos de sensibilidad a los fungicidas utilizados en los cultivos donde se 
pretende realizar el control biológico. Esto es fundamental para garantizar que las 
bacterias al ser aplicadas sobrevivan si se pretende implementar estrategias integradas  
entre control biológico y químico. 
En este trabajó se encontró que las cepas  B. subtilis EA0015, B. subtilis EA0827, B. 
subtilis EA0959, y B. subtilis EA0844 mostraron propiedades importantes que las 
convierten en potenciales agentes de control biológico de M.fijiensis y por esta razón se 
propone que sean las cepas que se evalúen en condiciones de invernadero y campo. 
Se recomienda indagar sobre la naturaleza de los compuestos anti fúngicos que están 
generando las BAFEs antagonistas al ser cultivadas in vitro. Esto permitiría evaluar las 
hipótesis planteadas en este trabajo relacionadas con la posible producción de 
lipopéptidos.   
El estudio de la distribución del patógeno relacionado con la distribución de los agentes de 
control biológico puede ser una excelente idea para la comprensión en la relación 
patógeno-ACB.  
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Se recomienda realizar un estudio a nivel de invernadero donde se pueda evaluar la 
capacidad de las bacterias seleccionadas en este trabajo para inhibir a M. fijiensis y 
establecerse como microbiota epífita tratando de comprobar las hipótesis planteadas en 
este trabajo relacionadas con la colonización.  
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9 ANEXOS 
 
9.1.1 Anexo1 (Información del muestreo) 
Tabla 7. Fincas y sitios de muestreo. 
Muestra  Cultivar Finca Lote Botalón 
1 Banano cv. Gran Enano Campo Experimental 7 3 
 Banano cv. Valery La Navarra 6 10 
 Plátano cv. Dominico El Aserrío 2 4 
2 Banano cv. Gran Enano Campo Experimental 7 16 
 Banano cv. Valery La Navarra 13 10 
 Plátano cv. Dominico El Aserrío 5 3 
3 Banano cv. Gran Enano Campo Experimental 6 11 
 Banano cv. Valery La Navarra 12 3 
 Plátano cv. Dominico El Aserrío 1 2 
4 Banano cv. Gran Enano Campo Experimental 7 15 
 Banano cv. Valery La Navarra 13 1 
 Plátano cv. Dominico Marisol * 2 
5 Banano cv. Gran Enano Campo Experimental 7 16 
 Banano cv. Valery La Navarra 13 2 
 Plátano cv. Dominico Marisol * * 
* Información no disponible. 
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Tabla 8. Condiciones ambientales en la zona de muestreo. 
 
 
Radiación solar  (wat/m²) Precipitación (mm) Temperatura (°C) 
Mes Año Media Máxima Mínima Media Máxima Mínima Media Máxima Mínima 
Junio 2008 133,2 189,0 64,0 16,1 125,8 0,0 28,9 30,0 28,1 
Julio 2008 140,1 207,0 91,0 11,2 109,0 0,0 28,6 29,8 27,3 
Agosto 2008 152,3 236,0 93,0 5,7 36,0 0,0 28,4 29,6 27,2 
Septiembre 2008 137,0 197,0 42,0 10,7 61,1 0,0 28,6 30,2 26,6 
Octubre 2008 118,5 183,0 79,0 15,9 143,3 0,0 28,4 29,2 27,6 
Noviembre 2008 118,0 169,0 45,0 41,0 25,0 0,0 28,1 29,5 27,0 
Diciembre 2008 121,0 178,0 61,0 6,4 53,9 0,0 27,9 29,1 26,5 
Enero 2009 106,3 128,0 41,0 5,3 67,2 0,0 27,7 28,8 26,4 
Febrero 2009 118,2 164,0 49,0 3,6 28,2 0,0 26,4 28,6 24,1 
Marzo 2009 127,9 185,0 45,0 1,2 26,4 0,0 27,4 28,6 26,0 
Abril 2009 141,2 205,0 53,0 5,5 46,6 0,0 28,4 29,1 27,2 
Mayo 2009 117,0 203,0 49,0 8,4 102,3 0,0 27,0 30,6 24,4 
  
Humedad relativa (%) Velocidad del viento (Km/h) Evapotranspiración (mm) 
MES AÑO Media Máxima Mínima Media Máxima Mínima Media Máxima Mínima 
Junio 2008 39,5 90,0 31,0 0,5 1,7 0,0 3,1 3,8 2,1 
Julio 2008 34,6 36,0 31,0 0,5 0,9 0,1 3,2 4,0 2,6 
Agosto 2008 43,5 90,0 34,0 0,6 1,2 0,0 3,3 4,4 2,6 
Septiembre 2008 40,4 44,0 38,0 0,5 0,9 0,0 3,3 4,4 2,3 
Octubre 2008 * * * 0,5 0,9 0,0 2,9 3,7 2,4 
Noviembre 2008 * * * 0,5 0,9 0,0 2,8 3,4 1,9 
Diciembre 2008 86,0 95,0 80,0 0,3 0,7 0,0 2,5 3,3 1,4 
Enero 2009 86,6 96,0 79,0 0,3 0,9 0,0 2,2 3,3 1,1 
Febrero 2009 86,6 96,0 79,0 0,5 1,1 0,0 2,3 3,2 1,3 
Marzo 2009 81,3 92,0 76,0 0,8 1,4 0,1 2,6 3,6 1,3 
Abril 2009 82,0 91,0 75,0 0,4 1,1 0,0 2,9 3,9 1,4 
Mayo 2009 83,3 99,0 81,0 0,1 0,9 0,0 2,7 3,9 1,2 
* Información no disponible. 
FUENTE: Boletines Climatológico de Augura (Boletín Climático de Augura 2008, 2009) 
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Tabla 9. Fechas de recolección y detalles del muestreo 
Fecha de 
recolección  
Detalles de muestreo 
Número de 
muestra 
Hoja recolectada Cultivares 
Sep. 5 - 2008 1 2 Gran Enano – Valery – Dominico 
Sep. 8 – 2008 1 5 Gran Enano – Valery – Dominico 
Sep. 15 – 2008 1 10 Gran Enano – Valery – Dominico 
Sep. 22 – 2008 2 2 Gran Enano – Valery – Dominico 
Oct. 6 – 2008 2 5 Gran Enano – Valery – Dominico 
Oct. 13 - 2008 2 10 Gran Enano – Valery – Dominico 
Oct. 21 – 2008 3 2 Gran Enano – Valery – Dominico 
Nov. 4 – 2008 3 5 Gran Enano – Valery – Dominico 
Nov. 18 - 2008 3 10 Gran Enano – Valery – Dominico 
Feb. 9 – 2009 4 2 Gran Enano – Valery – Dominico 
Feb. 16 – 2009 4 5 Gran Enano – Valery – Dominico 
Feb. 23 – 2009 4 10 Gran Enano – Valery – Dominico 
Mar. 2 – 2009 5 2 Gran Enano – Valery – Dominico 
Mar. 16 – 2009 
5 5 
Gran Enano – Valery – Dominico 
5 10 
9.1.2 Anexo 2 (Esquema de Metodología) 
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Selección de bacterias aeróbicas formadoras de endospora (BAFEs) aisladas de la filosfera de cultivares de Musa spp. en el Urabá Antioqueño, con potencial antagónico 
contra Mycosphaerella fijiensis Morelet 
Fase 1: Aislamiento BAFEs. 
Fase 2: Selección de antagonistas. 
Fase 3: Patrones de distribución 
METODOLOGÍA RESULTADO OBTENIDO 
Selección de fincas y plantas   
Cuantificación de bacterias totales 
cultivables totales 
Selección, purificación  y cuantificación de 
BAFEs 
Diseño experimental   
 Mapeo en AUGURA y visitas de campo 
Sistema de muestreo 
 
 
Mapas de fincas con plantas a muestrear 
 
Lavado y licuado de hojas. Diluciones seriadas y conteo 
de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en medio 
sólido.  
  
UFC/g hoja  de bacterias  Totales  
cultivables endófitas y epífitas para cada 
unidad observacional. 
Purificación, prueba de KOH, choque térmico, selección y 
cuantificación de BAFEs.  Cantidad de BAFEs y Bacterias Gram (+) 
cultivables para cada unidad observacional 
 
Esporas de BAFEs aisladas  
Obtención de micelio de M.fijiensis  
Conservación de micelio.  
Preparación del inóculo de Mycosphaerella 
fijiensis. 
Obtención de extractos crudos microbianos 
Descarga de ascosporas en medio sólido, cultivo líquido 
monospórico. 
Micelio de cepas de M.fijiensis proveniente 
de cultivos  del Urabá. 
Fragmentación de micelio y  conservación en agua de 
fragmentos de micelio en crioviales a temperatura 
ambiente y oscuridad. 
Micelio conservado proveniente de cultivos 
monospóricos del hongo.  
Activación de micelio conservado en medio sólido. 
Fragmentación de micelio y paso a medio líquido para 
incrementar biomasa. 
Fragmentación de micelio. 
y fragmentación de micelio 
 Inóculo para ensayo de antagonismo 
Filtración de extractos crudos microbianos del cultivo 
líquido de cada BAFE  aislada. 
Extractos microbianos libres de células 
para ensayo de antagonismo 
Patrones de distribución de Bacterias 
totales, BAFEs y antagonistas  
Determinación de fuentes de variación con análisis 
estadístico de un diseño anidado de efectos mixtos. 
Fuentes que generan variabilidad en las 
bacterias totales, BAFEs y antagonistas 
aisladas. 
Pruebas de antagonismo in vitro. 
Crecimiento del hongo en microplatos con extractos 
crudo para evaluar % de inhibición por 
espectrofotometría con lector de ELISA.  
Conservación de antagonistas 
Crioviales con TSB y glicerol Potenciales antagonistas conservados 
Recolección y envío de muestras 
Corte de hojas, almacenamiento en bolsas estériles y 
envío aéreo a 4°C. 
Muestras de hojas en laboratorio de EAFIT 
BAFEs que producen extractos con 
potencial antimicrobiano frente a M.fijiensis. 
Fase 4: Identificación y caracterización de 
aislamientos. 
Identificación molecular de aislamientos  
antagonistas  
Caracterizaciones bioquímica relacionadas 
con colonización 
PCR y secuenciación de gen 16s RNA. 
Especies de bacterias seleccionadas como 
antagonistas. 
Prueba de quitinasas y glucanasas, AIA (Acido Indol-
acético), formación  de biopelícula 
Resultados de pruebas bioquímicas 
asociadas al biocontrol de cepas 
seleccionadas.  
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9.1.3 Anexo 3 (Análisis de distribución de bacterias epífitas) 
Tabla 10. Variación en los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y formadoras 
de endospora cultivables (log UFC+1/ g(wf)) aisladas de diferentes hojas dentro de cada 
cultivar.  
Fuentes de variación 
Tamaños de las poblaciones epífitas  
 log (UFC+1) 
Cultivar Número de hoja Bacterias Totales BAFEs 
Banano cv. Gran 
Enano 
2 4,48 ± 0,101 a 2 4,14 ± 0,13 a 
5 3,93 ± 0,06 b 3,55 ± 0,09 b 
10 4,58 ± 0,09 a 4,21 ± 0,13 a 
 
Banano cv. Valery 
2 4,10 ± 0,11 a 3,54 ± 0,14 a 
5 4,09 ± 0,08 a 3,66 ± 0,09 a 
10 4,19 ± 0,05 a 3,71 ± 0,14 a 
 
Plátano cv. 
Dominico 
2 4,73 ± 0,13 a 3,99 ± 0,15 a 
5 4,57 ± 0,07 a 4,09 ± 0,10 a 
10 4,58 ± 0,09 a 4,11 ± 0,12 a 
 
1 Los intervalos representan los errores estándar de la media. 2  Las medias de la columna que tienen la misma letra 
dentro de cada cultivar no difieren estadísticamente (p=0,05) por las pruebas de rangos múltiples de Tukey.
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Tabla 11. Varianza de los tamaños de las poblaciones de bacterias totales y formadoras de 
endospora cultivables entre los cultivares, las hojas dentro de los cultivares y las zonas de 
las hojas dentro de las hojas de los cultivares. 
 
Fuentes de variación 
Varianza entre 
cultivares 
Varianza entre Hojas 
dentro de los 
cultivares 
Varianza de las zonas 
dentro de las hojas 
Bacterias 
Totales BAFEs 
Bacterias 
Totales BAFEs 
Bacterias 
Totales BAFEs 
Banano 
Gran Enano 
2 
Ápice 
0,209 0,340 
0,189 0,342 
0,059 0,086 
Base 0,333 0,635 
5 
Ápice 
0,068 0,169 
0,036 0,015 
Base 0,107 0,311 
10 
Ápice 
0,125 0,259 
0,049 0,406 
Base 0,176 0,144 
Banano 
Valery 
2 
Ápice 
0,143 0,283 
0,255 0,395 
0,374 0,349 
Base 0,163 0,373 
5 
Ápice 
0,125 0,176 
0,046 0,210 
Base 0,111 0,078 
10 
Ápice 
0,034 0,297 
0,017 0,315 
Base 0,055 0,286 
Plátano 
Dominico 
2 
Ápice 
0,165 0,247 
0,274 0,360 
0,180 0,696 
Base 0,407 0,073 
5 
Ápice 
0,110 0,184 
0,051 0,155 
Base 0,176 0,205 
10 
Ápice 
0,129 0,234 
0,219 0,382 
Base 0,053 0,081 
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9.1.4 Anexo 4 (Información de aislados antagonistas) 
Tabla 12. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). 
Cepa1 
Base 
de 
datos2 
Código de 
acceso3 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos Referencia
4 Similitud 
en  (%)5 
EA0158-518F gb AY881643.1 Bacillus subtilis strain CICC10048 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=58615435&dopt=GenBan
k  
99 
EA0158-800R gb GQ395247.1 Bacillus subtilis strain BRZ6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256862018&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0827-518F gb GQ375229.1 
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain CICC 
10078 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256265105&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0827-800R gb GQ360077.1 Bacillus subtilis strain SQR9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=255733294&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0849-518F gb GQ503326.1 Bacillus pumilus strain CrK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450995&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0849-800R gb EU741068.1 Bacillus pumilus strain 13630N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=206581414&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1092-518F gb GQ503326.1 Bacillus pumilus strain CrK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450995&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1092-800R gb EU741068.1 Bacillus pumilus strain 13630N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=206581414&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0513-518F gb FJ906741.1 Bacillus pumilus strain IK-MB13-518F 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=229560524&dopt=GenBa
nk 
98 
EA0513-800R emb AJ831842.1 Bacillus altitudinis partial 16S rRNA gene, type strain 41KF2b 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=52208049&dopt=GenBan
k  
100 
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Tabla 13. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa 
Base 
de 
datos1 
Código de 
acceso2 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos5 Referencia
6 Similitud 3 
(%) 
EA0882-518F gb GQ503326.1 Bacillus pumilus strain CrK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450995&dopt=GenBa
nk 
98 
EA0882-800R4 gb EU741068.1 Bacillus pumilus strain 13630N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=206581414&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0960-518F gb AY881643.1 Bacillus subtilis strain CICC10048 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=58615435&dopt=GenBan
k  
99 
EA0960-800R gb GQ395247.1 Bacillus subtilis strain BRZ6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256862018&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0844-518F gb FJ982665.1 Bacillus subtilis strain JBE0016 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801038&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0844-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0898-518F gb EF584539.1 Bacillus sp. JDM-2-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=148613823&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0898-800R gb FJ654443.1 Bacillus sp. XY153 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=223674923&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0934-518F gb AY881643.1 Bacillus subtilis strain CICC10048 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=58615435&dopt=GenBan
k  
99 
EA0934-800R gb GQ395247.1 Bacillus subtilis strain BRZ6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256862018&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0974-518F dbj AB508850.1 Bacillus sp. TSH22w gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=244538719&dopt=GenBa
nk 
99 
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Tabla 14. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa 
Base 
de 
datos1 
Código de 
acceso2 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos5 Referencia
6 Similitud 3 
(%) 
EA0974-800R emb AJ831842.1 Bacillus altitudinis partial 16S rRNA gene, type strain 41KF2b 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=52208049&dopt=GenBan
k  
100 
EA1057-518F gb GQ503320.1 Bacillus megaterium strain AsK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450989&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1057-800R gb GQ504713.1 Bacillus megaterium strain M1PCa 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=259121541&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0959-518F gb AY881643.1 Bacillus subtilis strain CICC10048 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=58615435&dopt=GenBan
k  
99 
EA0959-800R gb GQ395247.1 Bacillus subtilis strain BRZ6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256862018&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1217-518F gb EU622832.1 Bacillus cereus strain CMG528-03J 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=186462232&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1217-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0792-518F gb DQ884352.1 Bacillus cereus strain BAC-B2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=113196068&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0792-800R gb GQ383905.1 Bacillus sp. 4CCS8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=257044028&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0937-518F gb EF584539.1 Bacillus sp. JDM-2-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=148613823&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0937-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
99 
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Tabla 15. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa1 
Base 
de 
datos2 
Código de 
acceso3 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos Referencia
4 Similitud 
en  (%)5 
EA1287-518F gb DQ884352.1 Bacillus cereus strain BAC-B2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=113196068&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1287-800R gb GQ383905.1 Bacillus sp. 4CCS8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=257044028&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1275-518F gb GQ503326.1 Bacillus pumilus strain CrK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450995&dopt=GenBa
nk 
99 
_EA1275-800R gb EU741068.1 Bacillus pumilus strain 13630N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=206581414&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1230-518F gb DQ884352.1 Bacillus cereus strain BAC-B2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=113196068&dopt=GenBa
nk 
98 
EA1230-800R gb FJ982656.1 Bacillus cereus strain JBE0002 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801029&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1100-518F gb DQ884352.1 Bacillus cereus strain BAC-B2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=113196068&dopt=GenBa
nk 
98 
EA1100-800R gb FJ982656.1 Bacillus cereus strain JBE0002 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801029&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0840-518F emb AM906090.1 Paenibacillus sp. La1 partial 16S rRNA gene, strain La1 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=160858173&dopt=GenBa
nk 
96 
EA0840-800R gb AY167820.1 
Paenibacillus pasadenensis strain SAFN-
007 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=27497640&dopt=GenBan
k  
100 
EA0845-518F gb FJ982665.1 Bacillus subtilis strain JBE0016 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801038&dopt=GenBa
nk 
98 
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Tabla 16. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa1 
Base 
de 
datos2 
Código de 
acceso3 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos Referencia
4 Similitud 
en  (%)5 
EA0845-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0743-518F gb EF584539.1 Bacillus sp. JDM-2-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=148613823&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0743-800R gb FJ982658.1 Bacillus cereus strain JB0006 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801031&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1241-518F gb EU240956.1 Bacillus thuringiensis strain DW-1T 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=164507539&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1241-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0914-518F gb EF584539.1 Bacillus sp. JDM-2-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=148613823&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0914-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0874-518F gb EU622832.1 Bacillus cereus strain CMG528-03J 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=186462232&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0874-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0799-518F gb GQ503326.1 Bacillus pumilus strain CrK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450995&dopt=GenBa
nk 
98 
EA0799-800R emb AJ831842.1 Bacillus altitudinis partial 16S rRNA gene, type strain 41KF2b 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=52208049&dopt=GenBan
k  
100 
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Tabla 17. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa1 
Base 
de 
datos2 
Código de 
acceso3 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos Referencia
4 Similitud 
en  (%)5 
EA0888-518F gb AY167820.1 
Paenibacillus pasadenensis strain SAFN-
007 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=27497640&dopt=GenBan
k  
99 
EA0888-800R gb AY167820.1 
Paenibacillus pasadenensis strain SAFN-
007 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=27497640&dopt=GenBan
k  
100 
EA1154-518F gb GQ503326.1 Bacillus pumilus strain CrK08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=258450995&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1154-800R gb EU741068.1 Bacillus pumilus strain 13630N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=206581414&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1032-518F gb FJ982665.1 Bacillus subtilis strain JBE0016 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801038&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1032-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0015-518F gb GQ375229.1 
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain CICC 
10078 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256265105&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0015-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0913-518F gb FJ906740.1 Bacillus pumilus strain IK-MB12-518F 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=229560522&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0913-800R gb EU741068.1 Bacillus pumilus strain 13630N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=206581414&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1008-518F gb FJ982665.1 Bacillus subtilis strain JBE0016 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801038&dopt=GenBa
nk 
99 
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Tabla 18. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa1 
Base 
de 
datos2 
Código de 
acceso3 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos Referencia
4 Similitud 
en  (%)5 
EA1008-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0921-518F gb EF584539.1 Bacillus sp. JDM-2-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=148613823&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0921-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1009-518F gb DQ884352.1 Bacillus cereus strain BAC-B2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=113196068&dopt=GenBa
nk 
99 
EA1009-800R gb FJ654443.1 Bacillus sp. XY153 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=223674923&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0946-518F gb GQ375229.1 
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain CICC 
10078 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256265105&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0946-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0486-518F gb AY881643.1 Bacillus subtilis strain CICC10048 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=58615435&dopt=GenBan
k  
100 
EA0486-800R gb GQ395247.1 Bacillus subtilis strain BRZ6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256862018&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1280-518F gb AY881643.1 Bacillus subtilis strain CICC10048 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=58615435&dopt=GenBan
k  
99 
EA1280-800R gb GQ395247.1 Bacillus subtilis strain BRZ6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256862018&dopt=GenBa
nk 
100 
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Tabla 19. Microorganismos identificados por 16S rDNA utilizando el algoritmo (BLASTn). (Continuación) 
Cepa1 
Base 
de 
datos2 
Código de 
acceso3 
Microorganismos según ajuste de la 
base de datos Referencia
4 Similitud 
en  (%)5 
EA0863-518F gb EU622832.1 Bacillus cereus strain CMG528-03J 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=186462232&dopt=GenBa
nk 
99 
EA0863-800R gb FJ982662.1 Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=238801035&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1146-518F gb GQ375229.1 
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain CICC 
10078 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=256265105&dopt=GenBa
nk 
100 
EA1146-800R gb FJ235077.1 Bacillus subtilis strain ZY4-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retri
eve&db=Nucleotide&list_uids=209491092&dopt=GenBa
nk 
100 
EA0904 gb * Bacillus subtilis * * 
EA0498 gb * Bacillus subtilis * * 
EA0862 gb * Bacillus subtilis * * 
EA0908 gb * Bacillus pumilus * * 
 
1 Para la amplificación de cada cepa se utilizaron dos primer 27F y /1492R para bacterias y el análisis de la secuenciación se hace independientemente. 
2 Base de datos utilizada para comparar la secuencia problema con secuencias ya definidas. gb: Genbank Database; emb: EMBL Nucleotide Sequence Database.  
3 Código de acceso utilizado para ingresar la secuencia a la base de datos.  
4 Referencia de donde se extrajo la secuencia que coincide con la consultada.  
5 Porcentaje de similitud de la consulta con respecto a la secuencia de la base. 
* Datos no disponibles. 
 
 
 
 
